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1. Cel pracy
Celem pracy by o opracowanie biotechnologicznej metody produkcji

kilkunastu rekombinantowych bia ek antygenowych paso yta Toxoplasma

gondii o u yteczno ci immunodiagnostycznej. Otrzymane preparaty antygenów

rekombinantowych pos y do oszacowania ich przydatno ci w konstrukcji

nowych zestawów diagnostycznych wykrywania oraz ró nicowania fazy

zara enia T. gondii. Ko cowym celem pracy by o opracowanie prototypu

paskowego testu immunochromatograficznego wykrywaj cego przeciwcia a

antytoksoplazmozowe u osób zara onych paso ytem.
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2. Streszczenie
Toksoplazmoza jest chorob  odzwierz , wywo ywan  przez paso yta

Toxoplasma gondii, wyst puj  u ludzi w postaci nabytej lub wrodzonej.

Szacuje si , e co najmniej 5x108 ludzi jest zara onych tym paso ytem. W

przypadku osób z prawid owo funkcjonuj cym uk adem odporno ciowym

toksoplazmoza najcz ciej przebiega bezobjawowo. Mo e mie  natomiast

powa ne nast pstwa u osób z niedoborem odporno ci oraz po zara eniu w

czasie rozwoju p odowego (toksoplazmoza wrodzona). Zara enia wrodzone

przebiegaj  w ró nych postaciach od bezobjawowych do ci kich uszkodze

odu prowadz cych do samoistnego poronienia. Rozró nienie wczesnego

zara enia i przewlek ej inwazji ma kluczowe znaczenie dla kobiety w czasie

ci y, poniewa  przyjmuje si , i  jedynie pierwotne zara enie stanowi powa ne

zagro enie dla p odu. W rutynowej diagnostyce toksoplazmozy najszersze

zastosowanie maj  testy immunoenzymatyczne (wykorzystuj ce antygeny

natywne T. gondii, otrzymane z p ynu otrzewnowego zara onych myszy lub z

kultur tkankowych in vitro), pozwalaj ce na oznaczenie w badanych surowicach

przeciwcia  klasy IgG, IgM i IgA. Interpretacja wyników bada  serologicznych w

niektórych przypadkach mo e by  trudna i niewystarczaj ca dla rozpoznania

fazy choroby. Z tego te  powodu prowadzone s  badania, w których poszukuje

si  nowych narz dzi diagnostycznych mog cych znale  zastosowanie w

testach serologicznych rozpoznaj cych toksoplazmoz  oraz ró nicuj cych jej

fazy.

W niniejszej pracy, b cej kontynuacj  bada  naukowych

prowadzonych od kilku lat w Katedrze Mikrobiologii, skonstruowano bakteryjne

systemy ekspresji dla kilkunastu rekombinantowych bia ek antygenowych T.

gondii. Opracowane systemy pozwoli y na otrzymanie miligramowych ilo ci

antygenów z 1 litra hodowli po zastosowaniu jednoetapowego oczyszczania

metod  chromatografii metalopowinowactwa. Uzyskano preparaty

rekombinantowych bia ek charakteryzuj ce, si  stopniem czysto ci

przekraczaj cym 92%. Przydatno  diagnostyczn  wyprodukowanych bia ek

antygenowych oceniano na dobrze scharakteryzowanej puli surowic pacjentów

chorych na toksoplazmoz . Zastosowanie surowic pacjentów przechodz cych

ró ne fazy choroby (wczesn  lub przewlek ) umo liwi o wyselekcjonowanie
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markerów molekularnych fazy choroby, czyli bia ek rozpoznaj cych przeciwcia a

antytoksoplazmozowe pojawiaj ce si  wcze nie lub w pó niejszym okresie od

momentu zara enia. Wytypowano trzy bia ka antygenowe, MAG1, ROP1 oraz

GRA2, jako specyficznie reaguj ce z surowicami pacjentów z wczesn

toksoplazmoz . Zaproponowano tak e wykorzystanie w diagnostycznym te cie

ELISA mieszanek bia ek rekombinantowych, GRA2/GRA4/GRA9 lub

P35/SAG2/GRA6, rozpoznaj cych przeciwcia a anty-T. gondii z tak  sam

czu ci  jak stosowany obecnie w testach komercyjnych tzw. poliwalentny

antygen natywny oraz mieszanek rozpoznaj cych faz  wczesn  choroby,

P35/ROP1/GRA2 lub P35/MAG1/ROP1. Opracowano tak e prototyp prostego i

szybkiego w wykonaniu immunochromatograficznego testu paskowego do

wykrywania przeciwcia  antytoksoplazmozowych u osób zara onych

paso ytem.
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Summary
Toxoplasmosis, caused by intracellular protozoan parasite, Toxoplasma

gondii, is widely spread throughout the world. About 5x108 human populations

are infected by these parasites. Disease in healthy adults is usually

asymptomatic. However, the infection may cause severe complications in

immunocompromised patients and fetus whose mother acquires acute infection

during pregnancy. Congenital toxoplasmosis may cause spontaneous abortion

or serious fetal effects. The differential diagnosis between recent and chronic

infection may be important for a pregnant women, because only primary

infection during pregnancy can be transmitted to the fetus via the placenta. A

routine diagnosis of toxoplasmosis is based on serological tests which detect a

level of specific IgG, IgM and IgA antibodies in patients’ serum. Most of

commercially available tests use the native Toxoplasma antigens which require

a mass production of the parasite either from peritoneal fluids of infected mice

or from tissue cultures. In some cases, interpretation of these tests results may

be difficult and insufficient for identification of toxoplasmosis phase. For that

reason many laboratories conduct the investigations concerning the obtaining

and usage of new diagnostic tools (recombinant antigenic proteins) for accurate

diagnosis of toxoplasmosis, as well as differentiate between acute and chronic

infections.

In this dissertation the efficient Escherichia coli expression systems

allowing a production of new recombinant antigenic proteins of T. gondii, were

constructed. The elaborated expression systems and the method of purification

by a one-step metal affinity chromatography allowed receiving the milligram

amounts of pure recombinant proteins from one litre of culture. The recombinant

antigenic proteins over 92% purity were obtained. Pool of well characterized

serum samples from patients with toxoplasmosis was used for evaluation of T.

gondii antigenic proteins for infection detection in humans. Application of

differential sera from persons with acute and chronic infection enabled a

selection of molecular markers which are able to discriminate phases of

toxoplasmosis. The performed investigations suggest that MAG1, ROP1 and

GRA2 proteins may be useful for identification of the early phase of

toxoplasmosis. Furthermore, in this study new combinations of recombinant
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antigens were elaborated. Two combinations of antigens (GRA2/GRA4/GRA9

and P35/SAG2/GRA6) were selected for immunoidentification of anti-T. gondii

immunoglobulin G in human serum samples with the same sensitivity as the

native Toxoplasma antigens. Besides that, selected P35/ROP1/GRA2 and

P35/MAG1/ROP1 combinations of antigens were useful for detection of acute

phase of T. gondii infection. Furthermore, in the present study prototype of

rapid, simply strip test based on immunochromatographic method for

toxoplasmosis detection was achieved.
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3. Wst p

3.1. Toxoplasma gondii

3.1.1. T. gondii w wiecie organizmów ywych

Toxoplasma gondii jest obligatoryjnym, wewn trzkomórkowym

paso ytem zwierz t endotermicznych i cz owieka. Paso yta tego (pocz tkowo

nazwanego Laishmania gondii) opisali w 1908 roku Nicole i Manceaux u

pó nocnoafryka skiego gryzonia Ctenodactylus gondii. Od nazwy tego ywiciela

oraz w nawi zaniu do kszta tu komórki pierwotniaka w postaci uku (gr. toxon –

uk) utworzono nazw  gatunkow Toxoplasma gondii. Cechy morfologiczne i

biologiczne by y podstaw  w czenia paso yta do dzia u Protozoa, a w nim do

typu Apicomplexa. Poznanie z onego cyklu rozwojowego pozwoli o na jego

sklasyfikowanie w obr bie gromady Coccidea (Rys. 1) [Cox, 1998; Cox, 2002].

       Nadkrólestwo: Eucaryota
Królestwo: Protista = Protoctista

Dzia : Protozoa Pierwotniaki

                        Typ: Apicomplexa = Sporozoa = Telesporidia Sporowce w ciwe

Gromada: Coccidea
Rz d: Eimerida

Rodzina: Eimeriidae

Rodzaj: Toxoplasma

                                          Gatunek: Toxoplasma gondii

Rys. 1. Pozycja taksonomiczna paso yta T. gondii [Niewiadomska i wsp.,
2001].

Przedstawiciele typu Apicomplexa, który obejmuje ponad pi  tysi cy

gatunków paso ytniczych pierwotniaków, charakteryzuj  si  swoist  struktur ,

tzw. kompleksem apikalnym, bior cym udzia  w inwazji komórek gospodarza.

Poza rodzajem Toxoplasma do tego typu zaliczane s  ludzkie patogeny takie

jak: Plasmodium i Cryptosporidium, oraz paso yty zwierz ce Eimeria, Babesia,

Theileiria i Sarcocystis. Zdolno T. gondii do zasiedlania wszystkich komórek
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drzastych, kosmopolityzm oraz wysoki odsetek zara ywicieli sprawi y, i

pierwotniak ten odniós  bardzo du y sukces ekologiczny, który jest wynikiem

jego szczególnych cech biologicznych. Do tych cech biologicznych zaliczy

nale y przede wszystkim zdolno  paso yta do aktywnej penetracji i

zasiedlania komórek ywiciela z wytworzeniem bezpiecznej niszy (wakuoli

paso ytniczej), manipulowanie procesem apoptozy oraz indukowaniem zmian

reaktywno ci immunologicznej ywiciela [D ugo ska, 2005].

3.1.2. Charakterystyka paso yta

T. gondii wyst puje powszechnie u cz owieka oraz u prawie wszystkich

zwierz t ciep okrwistych w postaci trzech form rozwojowych [Dubey i wsp.,

1998] (Rys. 2):

• tachyzoitu – formy wegetatywnej paso yta,

• cysty tkankowej – zawieraj cej wewn trz bradyzoity oraz

• oocysty – formy przetrwalnej zwieraj cej sporozoity.

Rys. 2. Formy rozwojowe T. gondii: (A) - tachyzoit T. gondii z zaznaczonymi
organellami komórkowymi (c – konoid; m – mikronemy; dg – granule o du ej g sto ci;
r – roptrie; n – j dro; pv – wakuola paso ytnicza); (B) - cysta tkankowa zawieraj ca
tysi ce bradyzoitów; (C) – oocysta T. gondii: cienka ciana oocyst (strza ka); dwie
sporocysty (grot); sporozoity (podwójny grot) [Dubey i wsp., 1998].
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 Tachyzoity (gr. tachys – szybko), to tzw. formy „agresywne” paso yta,

szybko dziel ce si  w j drzastych komórkach ywicieli po rednich oraz w

komórkach nab onka jelita ywiciela ostatecznego. Nazwa ta zosta a

wprowadzona przez Frankela w 1973 i zast pi a termin trofozoit (gr. trophicos)

ywany wcze niej do okre lenia tej formy rozwojowej T. gondii. W literaturze

tachyzoity nazywane s  tak e endodyzoitami oraz endozoitami. Komórki

paso yta w tej formie rozwojowej mog  ulega  przemianie w wolno dziel ce si

formy „spoczynkowe”– bradyzoity (gr. bradys – wolno), które zamkni te s  w

cystach tkankowych, lokalizowanych g ównie w o rodkowym uk adzie

nerwowym i mi niach gospodarza. Bradyzoity okre lane s  tak e mianem

cystozoitozoitów [Frankel, 1973].

3.1.3. Morfologia i struktura T. gondii

Komórka paso yta jest asymetryczna, o kszta cie pó ksi ycowatym,

przypominaj cym cz stk  pomara czy (Rys. 3). Jeden z jej biegunów jest

zaokr glony, natomiast drugi ostro wyd ony i zaostrzony (odgrywa rol  przy

wnikaniu paso yta do komórki ywiciela). Jest to tzw. biegun apikalny.

Rys. 3. Tachyzoity T. gondii widziane przy u yciu mikroskopu elektronowego
[Caramello, 2001].
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Komórk T. gondii otaczaj  trzy b ony: zewn trzna b ona plazmatyczna,

oraz dwie ci le po czone, tworz ce charakterystyczny kompleks b onowy,

zbudowany z niejednolitych, sp aszczonych p cherzyków. Stosuj c mikroskop

elektronowy wykazano wyst powanie w apikalnym ko cu komórki cia a

biegunowego (tzw. kompleksu apikalnego), z charakterystycznymi pier cieniami

(Rys. 4). Zadaniem pier cienia polarnego 1 jest wzmocnienie kompleksu b on

wewn trznych. Od pier cienia polarnego 2 odchodz  22 mikrotubule

podpelikalne, biegn ce pod kompleksem b onowym wzd  prawie ca ej

ugo ci komórki. Mikrotubule uk adaj  si  tworz c charakterystyczne, agodne

skr cenia i stanowi  „u ebrowanie” komórki pierwotniaka. Podstaw  cia a

biegunowego stanowi konoid, który zawiera od 6 do 8 elementów

mikrotubularnych zwini tych w cylinder. Wewn trz konoidu umiejscowione s

dwie mikrotubule. Pomi dzy ko cem apikalnym, a j drem znajduje si

zazwyczaj kilka maczugowatych organelli zwanych roptriami. S  to struktury

wydzielnicze, których w ski i d ugi koniec (2,5 m) nosz cy nazw  „szyi”

lokalizowany jest we wn trzu konoidu, a drugi cz sto zakr cony (tzw. worek)

znajduje si  poza nim [Dubey i wsp., 1998]. Oprócz roptrii w apikalnym ko cu

komórki znajduj  si  tak e tzw. mikronemy (ma e, owalne organella

przypominaj ce ziarenka kminku).

Rys. 4. Schematyczna budowa kompleksu apikalnego T. gondii [Dubey i wsp.,
1998].
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W komórce T. gondii wyst puj  typowe organella komórkowe takie jak:

aparat Golgiego, siateczka ródplazmatyczna szorstka i g adka, mitochondria,

oraz organella specyficzne dla paso ytów nale cych do typu Apicomplexa:

wcze niej wspomniane roptrie i mikronemy oraz granule o du ej g sto ci (Rys.

5). Zawarto  sekrecyjna tych specyficznych organelli umo liwia penetracj  i

zasiedlanie komórki gospodarza oraz wytwarzanie w niej tzw. wakuoli

paso ytniczej, czyli specjalnie wydzielonego przedzia u komórkowego, w

którym zachodzi namna anie paso yta. W penetracji T. gondii do wn trza

komórek ywiciela uczestnicz  enzymy: lizozym i hialuronidaza, które s

wydzielane przez ko cowe odcinki mikronem podczas obkurczania si

ókienek obwodowych.

Rys. 5. Budowa morfologiczna komórki T. gondii z uwzgl dnieniem organelli
wydzielniczych (mikronem, roptrii, granul o du ej g sto ci) charakterystycznych dla
typu Apicomplexa [Dubey i wsp., 1998].

drowy DNA T. gondii utworzony jest przez ok. 8,7 x 107 pz (87 mln pz),

zgrupowanych w 11 chromosomach o wielko ci od 2 do 10 mln pz. W komórce

paso yta wyst puj  tak e niewielkie pozaj drowe fragmenty DNA

mitochondrialnego (6 x 103 pz) i DNA apikoplastu (35 x 103 pz) [Wilson i

Williamson, 1997]. W przeciwie stwie do DNA j dra komórkowego, sekwencja

nukleotydowa kolistego DNA apikoplastu zosta a ca kowicie poznana.
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Sekwencjonowanie wykaza o wysoki stopie  homologii z DNA plastydowym

glonów. Rola biologiczna tych organelli komórkowych nie zosta a do dzisiaj

dostatecznie okre lona, jednak uwa a si , e apikoplast to relikt endosymbiontu

u wolno yj cych przodków Apicomplexa [Dytnerska i wsp., 2004].

Wielko  komórki tachyzoitu waha si  od 2 do 6 m. J dro komórkowe

umieszczone jest centralnie i zawiera k  chromatyny zlokalizowan  w jego

rodkowej cz ci, co jest cech  charakterystyczn  dla tej formy rozwojowej T.

gondii. Zazwyczaj w komórce tachyzoitu wyst puje kilka ziarenek amylopektyny

(czasami s  one w ogóle nieobecne) oraz od 8 do 10 maczugowatych roptrii

(cz sto ze specyficzne zawini tym ko cem) [Dubey i wsp., 1998].

Cysty tkankowe zawieraj ce w swoim wn trzu bradyzoity charakteryzuj

si  ró  wielko ci . M ode cysty maj  zazwyczaj rednic  ok. 5 m i zawieraj

tylko dwa bradyzoity. Cysty dojrza e posiadaj  du o wi ksz rednic  i mog

zawiera  tysi ce bradyzoitów. Te, które lokalizowane s  w mózgu ywiciela

maj  kszta t sferyczny i rednic  ok. 70 m. Cysty wyst puj ce w mi niach

szkieletowych s  wi ksze (100 m) i charakteryzuj  si  wyd onym kszta tem.

Wszystkie otoczone s  w asn  otoczk  i b on  komórkow  zniszczonej komórki

ywiciela [Dubremetz, 1998]. ciana cysty jest elastyczna i cienka (<0,5 m).

Bradyzoity, lokalizowane w jej wn trzu, ró ni  si  nieznacznie od tachyzoitów.

 od nich smuklejsze i posiadaj  j dro umiejscowione bli ej zaokr glonego

bieguna komórki. Ich wielko  waha si  o 1,5 do 7 m. Zawieraj  wi cej

ziarenek amylopektyny i s  mniej podatne na dzia anie enzymów

proteolitycznych. Ilo  oraz zawarto  roptrii (zazwyczaj od 1 do 3)

wyst puj cych w komórce bradyzoitu jest uzale niona od wieku cysty

tkankowej [Dubey i wsp., 1998].

Oocysty maj  kszta t kulisty, rednic  od 10 do 12 m. Po sporulacji ich

kszta t ulega zmianie i staj  si  bardziej owalne, o wymiarach 11-14 m. ciana

oocyty zbudowana jest z trzech charakterystycznych warstw: zewn trznej i

wewn trznej o du ej g sto ci elektronowej oraz rodkowej [Speer i wsp., 1998].

Ka da oocysta zawiera w swoim wn trzu dwie sporocysty, które zawieraj  po

cztery sporozoity. Morfologiczne sporozoit jest podobny do tachyzoitu z tym

wyj tkiem, i  zawiera zdecydowanie wi cej organelli komórkowych takich jak
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roptrie i mikronemy. Posiada tak e wi ksz  ilo  ziarenek amylopektyny.

Wielko  sporozoitu waha si  od 2 do 8 m [Dubey i wsp., 1998].

3.1.4. Cykl rozwojowy

Rozwój paso yta w organizmie ywiciela mo e przebiega  dwiema

drogami. U ywiciela po redniego (cz owiek, niektóre ssaki i ptaki) nast puje

tylko rozwój bezp ciowy – schizogonia. Rozwój p ciowy – gametogonia mo e

zachodzi  tylko w komórkach nab onkowych b ony luzowej jelita cienkiego

kotowatych (Felidae), w tym u kota domowego (Felis catus) [Tenter i wsp.,

2000] (Rys. 6).

Rozwój paso yta w cyklu bezp ciowym mo e przebiega  w komórkach

wielu narz dów ywiciela po redniego. W wyniku ostrej inwazji w komórce

ywiciela szybko mno ce si  paso yty, tworz  pseudocysty zawieraj ce wiele

komórek potomnych (tachyzoitów). Pocz tkowo po wnikni ciu do ustroju

ywiciela paso yty namna aj  si  szybko w komórkach uk adu siateczkowo-

ródb onkowego i enterocytach. W pó niejszym etapie, drog  krwi i limfy

(wewn trz monocytów i granulocytów oboj tnoch onnych), przedostaj  si  do

odleg ych narz dów, gdzie maj  miejsce kolejne podzia y. Nast pstwem tego

jest zniszczenie komórek ywiciela i uwolnienie tachyzoitów, które atakuj

kolejne komórki. Proces ten prowadzi do powstania w organizmie ywiciela, w

ró nych narz dach i tkankach, ognisk zapalnych i martwiczych. W przypadku

pierwotnego zara enia, pocz tkowy okres 1 – 3 dniowej parazytemii jest zwykle

bezobjawowy.

U ywiciela z prawid owo funkcjonuj cym uk adem odporno ciowym faza

ostra inwazji przechodzi w przewlek . W wyniku rozwoju odpowiedzi

immunologicznej powstaj  cysty tkankowe (zawieraj ce du e ilo ci

bradyzoitów), które po pewnym czasie zostaj  otoczone tkank czn  i ulegaj

wysyceniu solami wapnia. Mog  rozwija  si  niemal w ka dej tkance ywiciela,

ale najcz ciej wybieraj  narz dy o „zmniejszonej obronie immunologicznej”,

zw aszcza tkank  nerwow  (neurony o rodkowego uk adu nerwowego i

siatkówki), komórki mi ni poprzecznie pr kowanych oraz mi sie  sercowy. W

przypadku prawid owo funkcjonuj cego uk adu odporno ciowego cysty

utrzymuj  si  w organizmie ywiciela przez ca e ycie, nie wywo uj c w
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otoczeniu adnych zmian zapalnych, ani zaburze  czynno ciowych, stanowi c

przewlek  form  zara enia. W czasie obni enia odporno ci u ywiciela

(immunosupresja, radioterapia, AIDS) mo e doj  do reaktywacji paso yta, tj.

kania cyst i uwalniania komórek T. gondii.

Rys. 6. Schemat cyklu rozwojowego T. gondii [Black i Boothroyd, 2000].

ywicielem ostatecznym paso yta jest kot domowy i inne kotowate. Kot

zara a si  najcz ciej spo ywaj c zanieczyszczone cystami tkankowymi mi so.

Postaciami inwazyjnymi dla tego ywiciela mog  by  tak e tachyzoity,

bradyzoity oraz sporozoity. Formy inwazyjne penetruj  do komórek nab onka

wy cielaj cego jelito cienkie ywiciela ostatecznego, gdzie tworz  posta

schizonta, który dzieli si  na merozoity, a nast pnie cz  merozoitów

przekszta ca si  w gametocyty. W wyniku sporogonii, powsta e z gametocytów

makro- i mikrogamety cz  si  tworz c zygot  (oocyst ), która wydalana jest

do wiat a jelita i wraz z ka em wydostaje si  do rodowiska zewn trznego. W

ci gu ok. trzech tygodni oocysta przekszta ca si  w sporocyst , z której po

podzia ach powstaj  cztery sporozoity. Wydalanie oocyst u kota ma miejsce

podczas pierwotnego zara enia, do którego dochodzi u m odych osobników,

przed uko czeniem pierwszego roku ycia. Okres wydalania trwa od 1 do 3
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tygodni ze szczytem przypadaj cym mi dzy 5 a 8 dniem od momentu

zara enia. Kot przechodz cy zara enie T. gondii mo e wydala  z ka em miliony

oocyst dziennie, które po wydaleniu do rodowiska zewn trznego mog

pozosta  zaka ne przez ponad rok, a w sprzyjaj cych warunkach (przy

odpowiedniej wilgotno ci i temperaturze) mog  przetrwa  w glebie nawet dwa

lata.

3.1.5. Bioró norodno  gatunkowa T. gondii

Rodzaj Toxoplasma obejmuje jeden gatunek, a jego poszczególne

szczepy i izolaty zosta y podzielone na 3 wewn trzgatunkowe typy, s  to tzw.

linie klonalne (I, II i III) [Darde, 2004]. Z tego wzgl du, i  typy te nie s

charakterystyczne dla adnego obszaru geograficznego czy te ywiciela,

podzia  ten zasta  oparty na zjadliwo ci paso yta wobec myszy (Tab. 1)

[Boothroyd, 1993]. Do szczepów zjadliwych dla myszy nale  te, które po

dootrzewnowym zara eniu dawk  mniejsz  lub równ  100 tachyzoitów

powoduj  ostre objawy choroby, prowadz ce do mierci tych zwierz t. Cech

charakterystyczn  szczepów typu I jest intensywna replikacja, gwa towne

rozsianie w organizmie ywiciela [D ugo ska, 2005]. Natomiast szczepy o

niskiej zjadliwo ci to takie, które w dawce 103 a nawet 105 paso ytów na mysz

nie powoduj adnych objawów choroby, a jedynie wytwarzane w mózgu cysty

wiadcz  o stanie przewlek ym zara enia [Fuentes i wsp., 2001, Sibley i

Boothroyd, 1992].

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

TYPY

I II III

SZCZEP
PASO YTA

BK, RH, FOU DX, NTE C56, NED

OPIS

ü wysoko zjadliwe dla
myszy

ü nie wytwarzaj ce
oocyst

(wyizolowane ze miertelnych
przypadków wrodzonej i
nabytej toksoplazmozy u
ludzi, rzadko powoduj ce

zara enia latentne)

ü s abo zjadliwe dla
myszy

ü powoduj ce
przewlek e
zara enia
charakteryzuj ce
si  nisk
zjadliwo ci

(u ludzi s  przyczyn
toksoplazmozy wrodzonej
lub zara  przewlek ych)

ü szczepy o
zró nicowanej
zjadliwo ci dla
myszy

ü zwykle bardziej
zjadliwe dla myszy
ni  typ II

(rzadko powoduj
toksoplazm  u ludzi)
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Typ I paso yta jest rzadko izolowany. Stanowi ok. 10% kolekcji

szczepów T. gondii w Europie i USA pochodz cych g ównie od ludzi, podczas

gdy typ II stanowi ok. 80%. Paso yty  nale ce do typu II s  izolowane g ównie

od ludzi, owiec i wi , natomiast typu III pochodz  cz ciej od dzikich zwierz t

[Darde, 2004].

 Poszczególne szczepy T. gondii klasyfikowane s  w oparciu o analiz

ró nych loci z zastosowaniem analizy polimorfizmu d ugo ci fragmentów

restrykcyjnych (techniki RFLP), „nested” PCR, czy te  poprzez

elektroforetyczne porównanie izoenzymów. Odmienno  w sekwencji DNA

trzech typów wynosi zaledwie 1-2%, co wiadczy o niedawnym podziale

filogenetycznym i nieodleg ym wspólnym przodku [Howe i Sibley, 1995].

Ró nice fenotypowe poszczególnych szczepów s  niewielkie i wynikaj  z ma ej

liczby zmian genotypowych zachodz cych podczas mejozy, która ma miejsce

wy cznie w jelicie cienkim kotowatych. Kot zara ony danym szczepem T.

gondii wydala oocysty zawieraj ce komórki potomne, które nie wykazuj

istotnych ró nic w porównaniu ze szczepem pierwotnym. Wyj tek stanowi

jedynie przypadek, w którym ywiciel ostateczny zostanie zara ony dwoma

odmiennymi szczepami paso yta w tym samym czasie. W takiej sytuacji mog

powsta  komórki potomne charakteryzuj ce si  wy szym stopniem zmienno ci

genetycznej. W roku 2001, Grigg i wsp. wykazali, e rekombinacja mi dzy

szczepami niezjadliwymi (nale cymi do linii klonalnych typu II i III) mo e

prowadzi  do powstania szczepu zjadliwego.

 Genom paso yta jest stosunkowo stabilny i podlega niewielkim

zmianom. Zasi g geograficzny i szerokie spektrum ywicieli po rednich daj

potencjalne mo liwo ci du ej zmienno ci genetycznej. Okazuje si  jednak, i

zró nicowanie genetyczne poszczególnych szczepów wyizolowanych od ludzi i

zwierz t jest bardzo niewielkie [Dytnerska i wsp., 2004].

3.1.6. Proces inwazji T. gondii do komórek gospodarza

Paso yt T. gondii, przy udziale aktywnego procesu zwanego penetracj

(lub inwazj ), zdolny jest wnikn  do wszystkich j drzastych komórek ywiciela

(w czaj c fagocyty) w bardzo szybkim tempie (10-30 sekund). Zjawisko

wnikania T. gondii przebiega zatem szybciej ni  proces fagocytozy (120
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sekund), co wskazuje w nie na aktywny udzia  paso yta w tym procesie.

Inwazja wymaga odpowiedniego zorientowania pierwotniaka w stosunku do

atakowanej komórki, bowiem jedynie bezpo redni kontakt apikalnego ko ca

paso yta z komórk  gospodarza jest w stanie zapocz tkowa  ten proces

[Dubremetz, 1998]. Penetracj T. gondii od fagocytozy, oprócz wspomnianego

wcze niej krótszego czasu wnikania, ró ni tak e to, i  zachodzi ona ca kowicie

bez udzia u komórki gospodarza. W przypadku inwazji paso yta nie obserwuje

si  sfa dowania b ony zewn trznej atakowanej komórki, kondensacji aktyny czy

te  fosforylacji tyrozyny [Dobrowolski i Sibley, 1997].

Proces adhezji i penetracji T. gondii obejmuje pi  nast puj cych

etapów: 1) ruch lizgowy paso yta po torze helisy; 2) odpowiednie ustawienie

si  paso yta wzgl dem komórki atakowanej (tzw. apikalnym biegunem); 3)

sfa dowanie b ony zewn trznej komórki gospodarza; 4) „wsuwanie si ”

paso yta do wn trza komórki ywiciela – formowanie tzw. struktury „moving

junction” pomi dzy atakuj cym pierwotniakiem, a wpukleniem komórki

gospodarza; 5) egzocytoza bia ek z organelli sekrecyjnych: mikronem, roptrii i

granul o du ej g sto ci [Dubey i wsp., 1998].

T. gondii posiada bardzo szeroki zakres ywicieli po rednich, zara a

bowiem wiele ssaków, w ród nich cz owieka oraz niektóre gatunki ptaków

(mi dzy innymi kurcz ta, go bie i kanarki). Du a ilo ywicieli sugeruje

istnienie szerokiej gamy receptorów na powierzchni komórek gospodarza dla

ligandów paso yta, które s  zaanga owane w proces adhezji. Wykazano, i

lamina macierzy zewn trzkomórkowej wspomaga wi zanie komórek T. gondii,

stanowi c pewnego rodzaju pomost pomi dzy paso ytem, a ró nymi

komórkami ywicieli po rednich [Carruthers i wsp., 2000]. Ligandem dla laminy

na komórkach CHO i ludzkich fibroblastach jest integryna α6β1, a na komórkach

linii J774 bia ko wi ce lamin  o masie cz steczkowej 32/67 kDa [Furtado i

wsp., 1992]. Obecno  receptorów dla laminy na komórkach paso yta wyja nia

cz ciowo zdolno  do zasiedlania prawie wszystkich j drzastych komórek

ró nych ywicieli. Inne komponenty T. gondii zaanga owane w proces adhezji

to lektyny, których ligandami s  proteoglikany komórek ywiciela [Carruthers i

wsp., 2000]. W procesie adhezji uczestnicz  tak e antygeny powierzchniowe

rodziny SAG, g ównie bia ko SAG1, które jest wymagane we wczesnej fazie
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inwazji. Dowodem na to s  badania przeprowadzone w 1992 roku przez

Grimwooda i Smitha, którzy wykazali, e przeciwcia a skierowane na bia ko

SAG1 powoduj  zahamowanie tego procesu. W inwazji T. gondii do komórki

gospodarza uczestnicz  tak e rozpuszczalne bia ka mikronem (MIC). Sygna em

do egzocytozy adhezyn (bia ek MIC) jest wzrost wewn trzkomórkowego

st enia jonów Ca2+ [Lovett i wsp., 2002]. Zastosowanie zwi zku chelatuj cego

te jony (BAPTA-AM) ca kowicie blokuje efekt sekrecji bia ek mikronem

[Carruthers i wsp., 1999]. T. gondii ponadto posiada dwie zale ne od st enia

jonów wapnia kinazy bia kowe (TgCDPK1 i TgCDPK2), które reguluj

ruchliwo  i adhezj  do atakowanej komórki gospodarza [Kieschnick i wsp.,

2001]. Kinazy te s  odpowiedzialne za fosforylacj  kilku bia ek paso yta, przez

co mog  regulowa  po rednio lub bezpo rednio ilo  wydzielanych antygenów

MIC lub/i tworzenie kompleksu aktynowo-miozynowego zwi zanego z ruchem

paso yta. Nale y zwróci  uwag  na fakt, i  bia ka mikronem nie funkcjonuj

pojedynczo, ale tworz  tzw. kompleksy adhezyjne, co b dzie omówione w

dalszej cz ci rozprawy doktorskiej.

Szczególna rola w procesie inwazji T. gondii  do komórki ywiciela

zosta a przypisana dwóm bia kom mikronem: MIC2 i M2AP (MIC2-associated

protein), których domeny cytoplazmatyczne wi  si  z aldolaz  (enzymem

glikolitycznym rozk adaj cym fruktozo-1,6-bisfosforan), a ta z kolei stanowi

pomost mi dzy nimi i filamentami aktynowymi. Przemieszczenie tego

kompleksu w kierunku od bieguna apikalnego do tylnego, przy udziale miozyny,

zapocz tkowuje „wsuwanie si ” paso yta do komórki gospodarza. Podczas

penetracji, pomi dzy paso ytem a wpukleniem atakowanej komórki tworzy si

krótkotrwa a i do dzisiaj niezbadana struktura „moving junction” [Dubremetz,

1998]. Nast pnie bia ka mikronem s  odcinane przez proteazy serynowe

romboido-podobne (np. MPP1 – ang. microneme protein protease 1), a b ona

zewn trzna zlewa si  ponad tylnym biegunem paso yta, zamykaj c go w

wakuoli paso ytniczej, która tworzy specyficzne rodowisko do namna ania si

pierwotniaków. Proces ten jest zwi zany z egzocytoz  bia ek roptrii (ROP).

Wn trze wakuoli buduj  natomiast bia ka granul o du ej g sto ci (GRA, NTP-

azy, hydrolazy nukleozydotrifosforanowe), które stwarzaj  dogodne warunki do

intensywnych podzia ów komórek T. gondii. Paso yt replikuje si  w sposób
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synchroniczny co 6-8 godzin, zatem obj to  wakuoli musi ulega

systematycznemu zwi kszaniu, aby pomie ci  du  ilo  potomnych komórek

pierwotniaka. Do tego celu wykorzystane s  bardzo ma e p cherzyki satelitarne

(tzw. ewakuole) zawieraj ce bia ka roptrii, które zwi zane s  z b on  wakuoli.

Dzi ki zlewaniu specyficznych p cherzyków z b on  ma miejsce zwi kszanie

wymiarów wakuoli.

Wakuola paso ytnicza, tworz ca bezpieczne wewn trzkomórkowe

rodowisko do rozwoju tachyzoitów, charakteryzuje si  brakiem typowych

markerów b on p cherzyków endocytarnych, takich jak receptory dla

transferyny, receptory dla mannozo-6-fosforanu oraz bia ka regulatorowe (np.

rab5). Dzi ki temu wakuola, ju  od samego pocz tku internalizacji paso yta,

podczas procesu inwazji do wn trza komórki gospodarza, pozostaje oddzielona

od komórkowych szlaków endo- i egzocytozy. Oboj tne pH jej wn trza i

obecno  inhibitorów proteaz (np. TgPI-1, inhibitor o szerokim spektrum

dzia ania) powoduje, e wakuola nie jest rodowiskiem degradacji

makrocz steczek. W dojrza ej wakuoli paso ytniczej bia ka granul o du ej

sto ci wytwarzane s  w sposób ci y.

Kaskadowa sekrecja bia ek, podczas procesu inwazji T. gondii do

wn trza komórki gospodarza, z organelli wydzielniczych (mikronem, roptrii a

nast pne granul o du ej g sto ci), jest procesem skomplikowanym i nie do

ko ca poznanym. W 2005 roku, Ahn i wsp. wykazali, e nowo odkryty antygen

granul (GRA10) jest wydzielany jeszcze przed inwazj  paso yta i

wbudowywany w b on  zewn trzn  komórki gospodarza.

3.1.7. Bia ka antygenowe T. gondii

3.1.7.1. Definicja antygenu

Antygenem (immunogenem) mo e by  ka da cz steczka, która

wprowadzona do ustroju indukuje odpowied  immunologiczn  i reaguje z

produktami tej odpowiedzi (uczulonymi limfocytami lub/i przeciwcia ami).

Zazwyczaj efektywnymi antygenami mog  by  bia ka, polisacharydy i kwasy

nukleinowe. Do w ciwo ci antygenów zalicza si :

• immunogenno  – tj. zdolno  do wywo ywania przeciw sobie swoistej

odpowiedzi immunologicznej;
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• swoisto  (antygenowo ) - dzi ki swojej konformacji antygen

determinuje swoisto  syntetyzowanych w ustroju immunoglobulin,

wskutek czego reaguje z nimi w sposób swoisty.

 Swoiste powinowactwo przeciwcia a nie dotyczy ca ej makrocz steczki

antygenu, ale pewnego miejsca, zwanego determinant  antygenow  lub

epitopem. Na jednej cz steczce antygenu mo e znajdowa  si  kilka ró nych

determinant antygenowych, co indukuje powstanie kilku ró nych przeciwcia

swoistych dla tych determinant. Epitop mo e mie  charakter oligopeptydu,

oligosacharydu, oligonukleotydu, czy lipidu i mo e sk ada  si  odpowiednio z

ok. 6 reszt aminokwasowych, cukrów prostych lub 4-5 zasad purynowych lub

pirymidynowych. Determinanty antygenu bia kowego mog  by  dwojakiego

rodzaju: sekwencyjne lub przestrzenne. Regiony te, okre lane jako tzw.

immunodominuj ce, wyst puj  cz sto w ods oni tych miejscach antygenu,

szczególnie w okolicach p tli polipeptydowych, pozbawionych sztywnej

struktury trzeciorz dowej. W niektórych przypadkach regiony

immunodominuj ce antygenu odpowiadaj  najbardziej ruchomym obszarom na

powierzchni cz steczki [Roitt i wsp., 2000].

3.1.7.2. Rodzaje antygenów T. gondii

Poznanie struktury antygenowej T. gondii jest nast pstwem post pów w

biologii komórkowej. Bardzo starannie przeprowadzonym badaniom przy wieca

podwójny cel: wytypowanie bia ek, których w ciwo ci antygenowe mog yby

zosta  wykorzystane jako potencjalny materia  do szczepionek oraz wykrycie

najlepszych narz dzi do diagnostyki serologicznej.

Bia ka T. gondii zlokalizowane s  w b onie zewn trznej, cytosolu i

organellach sekrecyjnych: mikronemach, roptriach i granulach o du ej g sto ci,

sk d uwalniane s  do powstaj cej podczas inwazji paso yta do wn trza

komórki gospodarza wakuoli paso ytniczej oraz cysty tkankowej. Nast pnie

bia ka antygenowe wydzielane s  do p ynów ustrojowych (in vivo) lub do

pod a hodowlanego (in vitro). T  grup  antygenów, g ównie produktów granul

o du ej g sto ci, okre la si  mianem ESA (Excreted/Secreted Antigens). Bia ka

ESA stanowi  oko o 90% puli antygenów wykrywanych w surowicy w

pocz tkowym stadium zara enia T. gondii, a ich obecno  w p ynach
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ustrojowych mo e by  dobrym markerem wczesnej fazy choroby, szczególnie u

osób z zaburzon  produkcj  przeciwcia  (np. u chorych na AIDS) [Hassan i

wsp., 1997].

Tachyzoity T. gondii charakteryzuje atwo  namna ania w warunkach in

vivo oraz in vitro. Dzi ki temu bardzo dobrze poznano i opisano struktur

antygenow  tej formy rozwojowej paso yta. Mniej informacji dost pnych jest

natomiast o bia kach bradyzoitów, a tak e bardzo niewiele wiadomo o

antygenach sporozoitów (Rys. 7).

Proteom paso yta, opisany w 2003 roku przez D ugo sk  i Dytnersk ,

wymaga obecnie uaktualnienia, poniewa  od tego czasu zosta y opisane nowe

bia ka. Nale  do nich dwa nowo poznane antygeny granul o du ej g sto ci:

GRA9 [Adjoble i wsp., 2004] i GRA10 [Ahn i wsp., 2005], nie umieszczone na

rysunku 7.

Antygeny T. gondii mo na podzieli  na cztery g ówne grupy, które zosta y

przedstawione i scharakteryzowane w tabeli 2.

Rys. 7. Struktura bia kowa T. godnii (proteom tachyzoitu, bradyzoitu i cysty
tkankowej) [D ugo ska i Dytnerska, 2003].



Tab. 2. G ówne grupy antygenów T. gondii.

GRUPY ANTYGENÓW CHARAKTERYSTYKA ODNO NIK
LITERATUROWY

SAG

(ang. surface antigens) –

antygeny powierzchniowe

Podgrupa:

SRS (ang. SAG related

sequences)

ü W badaniach z u yciem przeciwcia  monoklonalnych wykryto nast puj ce antygeny

powierzchniowe SAG: SAG1, SAG2A, SAG2B, SAG3, SAG5B, SAG5C i dwa

nienazwane o masach 23 kDa i 35 kDa.

ü Antygeny te zakotwiczone s  w b onie zewn trznej paso yta za pomoc  reszt GPI

(glikozylofosfatydyloinozytolu).

ü Bior  udzia  w adhezji T. gondii do komórek gospodarza.

ü Antygen SAG1 stanowi a  5% puli bia ek tachyzoitów i bardzo cz sto s y jako marker

tej postaci paso yta.

ü Zidentyfikowano równie  cztery geny homologiczne z rodzin  genów SAG i oznaczono

je jako SRS1-4.

[Lekutis i wsp., 2001]

[D ugo ska i Dytnerska,
2003]

GRA

(ang. dence granule

antigens) – antygeny

granul o du ej g sto ci

ü Do rodziny antygenów GRA nale  bia ka GRA1–GRA10 oraz hydrolaza nukleozydo-

trifosforanowa (NTP 1,2).

ü Zaliczane s  do grupy antygenów ESA (ang. excreted/secreted antigens).

ü Stanowi  ok. 90% puli wszystkich bia ek T. gondii.

ü Obecno  antygenów GRA w p ynach ustrojowych mo e by  dobrym markerem ostrej

toksoplazmozy.

ü ówn  funkcj  antygenów granul jest budowa wn trza wakuoli paso ytniczej i

przekazywanie sk adników od ywczych z komórki gospodarza w jej wn trza.

[Cesbron-Delauw i wsp.,
1996]

[Carruthers, 1999]

[D ugo ska i Dytnerska,
2003]
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GRUPY ANTYGENÓW CHARAKTERYSTYKA ODNO NIK
LITERATUROWY

ROP

(ang. rhoptry antigens)

– antygeny roptrii

ü Obecnie rodzina antygenów ROP obejmuje dziewi  bia ek: ROP1–ROP9.

ü Antygeny roptrii nale  do bia ek wydzielniczych (tzw. bia ka „ekskrecyjno-sekrecyjne”).

ü Podstawow  funkcj  tych bia ek jest u atwienie formowania wakuoli paso ytniczej i

gromadzenia w niej tachyzoitów.

ü Sekrecja antygenów ROP ustaje po wakuolizacji paso yta.

[Sam-Yellowe, 1996]

[Carruthers, 1999]

[D ugo ska i Dytnerska,
2003]

MIC

(ang. microneme antigens)

– antygeny mikronem

ü Do rodziny antygenów MIC nale  bia ka MIC1–MIC11, AMA1 oraz M2AP.

ü S  to antygeny wiedzielnicze.

ü Bia ka mikronem wi  si  z b on  komórkow  gospodarza zaburzaj c jej integralno .

ü Podstawow  funkcj  tych bia ek jest umo liwienie adhezji, a nast pnie penetracji T.

gondii do komórek ywiciela.

ü Buduj  trzy tzw. kompleksy adhezyjne paso yta.

[Carruthers, 1999]

[Tomley i Soldati, 2001]

[D ugo ska i Dytnerska,
2003]



Antygeny powierzchniowe zosta y ponadto podzielone na dwie g ówne

podrodziny: SAG1 oraz SAG2 (Rys. 8). Podzia  ten oparty jest na podstawie

homologii genów koduj cych poszczególne bia ka powierzchniowe do genów

koduj cych antygeny SAG1 i SAG2 [Lekutis i wsp., 2001].

3.1.8. Przemiana tachyzoitów w bradyzoity

Przemiana „aktywnych” tachyzoitów w „u pione” bradyzoity odgrywa

kluczow  rol  w przej ciu fazy wczesnej choroby w przewlek  oraz jest

odpowiedzialna za jej nawrót (tzw. reinwazj  toksoplazmozy). Po 10-14 dniach

inwazji tachyzoity przekszta caj  si  w bradyzoity, co jest konsekwencj

dzia ania uk adu immunologicznego ywiciela. U osób z deficytem odporno ci

(np. chorych na AIDS), mo e dochodzi  do przemiany odwrotnej (bradyzoitów

w tachyzoity), czyli do reaktywacji zara enia. Proces ten zale y od st enia

jonów wodorowych (pH), szoku termicznego, obecno ci inhibitorów

wp ywaj cych na funkcjonowanie mitochondrium, obecno ci lub braku tlenku

azotu (NO), a tak e czynników immunologicznych takich jak: IFN- , TNF- , IL-

12 i komórki T [Lyons i wsp., 2002] (Rys. 9).

Rys. 8. Drzewo filogenetyczne bia ek z rodziny SAG [Lekutis i wsp., 2001].
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Rys. 9. Czynniki inicjuj ce przemian  tachyzoitów w bradyzoity [Lyons i wsp.,
2002].

Konwersja formy rozwojowej tachyzoitu w bradyzoit zwi zana jest z

wieloma zmianami morfologicznymi oraz molekularnymi, a tak e zmian

metabolizmu komórki paso yta, w czaj c w to produkcj  specyficznych dla

danej formy antygenów (Tab. 3).

Przemian  tachyzoitów w bradyzoity indukuj  ró ne, niekorzystne

czynniki zewn trzne (np. wysoka temperatura, leki przeciwpaso ytnicze, pH

wi ksze od 8), co jest zwi zane z wydzielaniem bia ek szoku termicznego (hsp).

Do tej grupy bia ek zalicza si  antygen BAG1 (ang. Bradyzoite Antigen, hsp30)

oraz antygen hsp70, b ce bia kami eksprymowanymi wy cznie w stadium

rozwojowym bradyzoitu [Bohne i wsp.,1995]. Po ród poznanych antygenów

powierzchniowych mo na wyró ni  antygeny wyst puj ce tylko w tachyzoitach

T. gondii (SAG1, SAG2A, SAG2B), antygeny w ciwe dla bradyzoitów

(SAG2C, SAG2D, SAG4) oraz charakterystyczne dla obu form rozwojowych

pierwotniaka (SAG3). Tachyzoity i bradyzoity ró ni  si  tak e form

dehydrogenazy mleczanowej. W tachyzoitach wyst puje izoforma LDH1 (33

kDa), natomiast w bradyzoitach izoforma LDH2 (35 kDa) [Yang i Parmley, 1995;

Yang i Parmley, 1997; Reichman i wsp., 2001], u których wykryto równie  p-

ATPaz  nieobecn  w formie rozwojowej tachyzoitu [Holpert i wsp., 2001].
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Tab. 3. Antygeny charakterystyczne dla form rozwojowych tachyzoitu i
bradyzoitu [Lyons i  wsp., 2002].

FORMA
ROZWOJOWA

ANTYGEN ODNO NIK LITERATUROWY

Tachyzoit
SAG1

SAG2A

SAG2B

LDH1

ENO2

SRS1-SRS3

[Manger i wsp., 1998]

[Lekutis i wsp., 2000]

[Lekutis i wsp., 2000]

[Yang i Parmley, 1997]

[Dzierszinski i wsp., 2001]

[Manger i wsp., 1998]

Bradyzoit
SAG2C

SAG2D

SAG4

BSR4

MAG1

LDH2

ENO1

BAG1

p-ATPaza

[Lekutis i wsp., 2000]

[Lekutis i wsp., 2000]

[Ödberg-Ferragut i wsp.,1996]

[Manger i wsp., 1998]

[Parmley i wsp., 1994]

[Yang i Parmley, 1997]

[Dzierszinski i wsp., 2001]

[Bohne i wsp., 1995]

[Parmley i wsp., 1995]

[Holpert i wsp., 2001]

Dwie glikozylowane izoformy enolaz wyst puj ce u T. gondii (ENO1,

ENO2) mog  by  specyficznymi markerami przemiany tachyzoitów w

bradyzoity. Ekspresja aktywnych, rekombinantowych enzymów (ENO2

ciwego dla tachyzoitów i ENO1 lokalizowanego w bradyzoitach) pozwoli a

stwierdzi , e oba te enzymy maj  zbli on  sta  Michaelisa (KM), jednak

szybko  maksymalna powstawania kompleksu enzym – substrat (Vmax) jest

trzykrotnie wy sza w przypadku ENO2. Ta ró nica w kinetyce wi zania

substratu przez oba enzymy wskazuje na ró nice w metabolizmie „aktywnych”,

szybko dziel cych si  tachyzoitów i „u pionych” bradyzoitów [Tomavo, 2001;

Dzierszinski i wsp., 2001].

Budowa antygenowa cysty tkankowej jest stosunkowo ma o poznana.

Dotychczas zidentyfikowano glikoprotein  buduj cian  cysty zwan  CST1
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[Zhang i wsp., 2001] oraz antygen macierzy cysty tkankowej MAG1 (65 kDa)

[Parmley i wsp., 1994], maj cy silne w ciwo ci immunogenne.

3.1.9. Charakterystyka wybranych antygenów paso yta

3.1.9.1. Bia ka powierzchniowe SAG4 i BSR4

Antygeny SAG4 (P18) i BSR4 (P36) nale  do bia ek powierzchniowych

bradyzoitów, zakotwiczonych w zewn trznej b onie paso yta przy pomocy reszt

GPI (glikozylofosfatydyloinozytolu) [Ödberg-Ferragut i wsp., 1996; Knoll i

Boothroyd, 1998].  Antygenów tych nie wykryto w tachyzoitach i sporozoitach.

BSR4 wykazuje du  homologi  do bia ka SAG1 i SAG3, nale y do tzw.

podrodziny bia ek SAG1. Antygeny SAG4 i BSR4 z tego wzgl du, i  wyst puj

jedynie w stadium rozwojowym bradyzoitu, uwa ane s  za stabilne markery tej

formy rozwojowej paso yta. Funkcja tych bia ek dotychczas pozostaje

nieokre lona.

3.1.9.2. Bia ka granul o du ej g sto ci GRA2, GRA4, GRA5 i GRA9

Antygeny GRA wydzielane s  do powstaj cej wakuoli paso ytniczej,

gdzie nast pnie w czane s  w jej b on  (GRA3, GRA5 i GRA8) umo liwiaj

kontakt paso yta z komórk  gospodarza i transport substancji od ywczych.

Buduj  tak e wewn trzn  sie  mikrotubul (GRA1, GRA2, GRA4, GRA6, GRA7 i

GRA9) stabilizuj  struktur  oraz umo liwiaj  wzrost wakuoli. Antygeny

granul wyst puj  równie  w wietle wakuoli paso ytniczej, gdzie zabezpieczaj

pierwotniaka przed szkodliwym dzia aniem lizozymu gospodarza i

zakwaszeniem.

GRA2 jest glikoprotein  o masie 28 kDa [Zinecker i wsp., 1998], która

ulega ekspresji w tachyzoitach, gdzie buduje wewn trzn  sie  mikrotubul,

stabilizuj cych wakuol  paso ytnicz  oraz w bradyzoitach, b c sk adnikiem

ciany cysty tkankowej. Wprowadzenie mutacji we fragmencie genu gra2,

powoduj cej zmian  konformacji -helisy wyst puj cej w bia ku, zaburza

powstawanie prawid owej struktury sieci mikrotubul. Szczepy T. gondii RH ze

zmutowanym genem charakteryzuj  si  obni on  zjadliwo ci  wobec myszy w

porównaniu ze szczepami dzikiego typu [Mercier i wsp., 1998].
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Rozpuszczalny antygen GRA4 (40 kDa), podobnie jak GRA2, buduje

makromolekularny kompleks wewn trz wakuoli paso ytniczej. Po 5 minutach od

momentu inwazji lokalizowany jest po obu stronach komórki paso yta, a po ok.

15 wyst puje ju  tylko w jej wn trzu [Labruyère i wsp., 1999]. GRA4 jest

bia kiem bogatym w reszty glicyny i proliny. Dojrza y antygen zawiera

pojedyncz  domen  hydrofobow  (lokalizowan  w obr bie 270-296 reszty

aminokwasowej), motyw wi cy ATP/GTP oraz tzw. p tl  P. Wyst powanie

regionów bogatych w prolin  oraz fragmentu wi cego ATP sugeruje, e

antygen GRA4 zaanga owany jest w przekazywanie sygna ów b  w

oddzia ywanie typu bia ko-bia ko.

GRA5 (21 kDa), zbudowane z 120 reszt aminokwasowych, jest

wydzielane jako rozpuszczalne bia ko do powstaj cej wakuoli paso ytniczej.

Nast pnie N-koniec antygenu, gdzie zlokalizowana jest 18 aminokwasowa

domena transmembranowa, zostaje wbudowany w jej b on , a fragment C-

ko cowy pozostaje skierowany do wiat a wakuoli. Usuni cie 8 reszt

aminokwasowych z domeny hydrofobowej zaburza proces wbudowywania

antygenu GRA5 w b on  wakuoli [Lecordier i wsp., 1999].

Antygen GRA9 (41 kDa) zosta  po raz pierwszy opisany jako bia ko B10

[Nockemann i wsp., 1998]. Du a zawarto  hydrofilowych reszt

aminokwasowych w dojrza ym bia ku GRA9 (51%), podobnie jak w przypadku

antygenów GRA1 (51%) oraz GRA2 (50,7%) sugeruje, i  wyst puje ono w

granulach gównie w formie rozpuszczalnej. Jednak pewna cz  tego antygenu

tworzy frakcj  nierozpuszczaln , co jest t umaczone obecno ci  amfipatycznej

-helisy (w pozycji 82-101) oraz dwóch, krótkich hydrofobowych -helis (202-

214 i 253-264) [Adjogble i wsp., 2004]. Podobne motywy wyst puj  w bia ku

GRA2. Antygen GRA9 odgrywa rol  w pó niejszej fazie dojrzewania sieci

tubularno-p cherzykowej wewn trz wakuoli paso ytniczej.

3.1.9.3. Antygen ROP1

ROP1 (61 kDa) jest jednym z dziewi ciu bia ek lokalizowanych w

roptriach. Badania ultrastrukturalne pokaza y, e antygen ROP1 jest wydzielany

do powstaj cej (podczas wnikania paso yta do komórki gospodarza) wakuoli

paso ytniczej [Saffer i wsp., 1992], po czym szybko zanika, co sugeruje du e
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znaczenie tego bia ka w pocz tkowej fazie inwazji. ROP1 cz sto okre lany jest

mianem tzw. czynnika wzmacniania penetracji – PEF (ang. Penetration

Enhancing Factor), jednak sposób jego funkcjonowania nie jest w pe ni

poznany. Komórki T. gondii szczepu RH, które posiada y zmutowany gen rop1

wykazywa y zmniejszenie o 50% rednicy roptrii [Soldati i wsp., 1995].

Dojrza y antygen ROP1 powstaje w wyniku odci cia tzw. pro-regionu z

N-ko ca bia ka w dojrzewaj cych roptriach [Soldati i wsp., 1998]. Miejsce

proteolitycznego ci cia, mi dzy 83 reszt  kwasu glutaminowego a 84 reszt

alaniny, zosta o zidentyfikowane dzi ki zastosowaniu spektroskopii masowej

[Bradley i Boothroyd, 1999]. Dzi ki tej metodzie wykazano tak e brak (w

sekwencji dojrza ego bia ka) miejsc modyfikacji potranslacyjnych (glikozylacji i

fosforylacji). Ponadto sekwencja aminokwasowa ROP1 wykazuje

charakterystyczny asymetryczny adunek, co sugeruje zaanga owanie tego

antygenu w wi zanie innych bia ek.

3.1.9.4. Bia ka mikronem MIC1 i MIC3

Antygeny MIC1 i MIC3 s  dwoma z 11 dotychczas opisanych bia ek

mikronem. Wszystkie bia ka MIC posiadaj  typow  struktur  z powszechn

ród nich organizacj  domen, np. zawieraj  domen  EGF (ang. epidermal

growth factor), czy TSR1 (ang. trombospondin type 1 repeat) [Meissner i wsp.,

2001]. Cech  charakterystyczn  antygenów nale cych do tej rodziny jest

zdolno  do tworzenia stabilnych, adhezyjnych kompleksów, które s

formowane w retikulum ednoplazmatycznym (Rys. 10). Kompleksy adhezyjne

zawieraj  tzw. bia ko eskortuj ce (odpowiedzialne za prawid owe doj cie do

mikronem) oraz jedno lub kilka bia ek rozpuszczalnych. Antygeny MIC1 i MIC3

 g ównymi sk adnikami dwóch takich kompleksów: MIC6/MIC1/MIC4 (Rys. 10

A) oraz MIC8/MIC3 (Rys. 10 B).
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Rys. 10. Schematyczna budowa kompleksów adhezyjnych T. gondii: (A)
heterotrimeryczny kompleks adhezyjny zbudowany z bia ek MIC6, MIC1 i MIC4; (B)
kompleks adhezyjny zbudowany z bia ek MIC8 i MIC3; (C) heterodimeryczny kompleks
zbudowany z bia ek MIC2 i M2AP. E – domena EGF, T – domena TSR, A – domena jab ka,
L – domena lektyno-podobna, I – domena integrynowa, M – 6 powtórze  sekwencji
trombospondyno-podobnych,  – domena  kartki, N – fragment N-ko cowy bia ka, C –
fragment C-ko cowy bia ka [Carruthers, 2002].

Rozpuszczalne bia ko MIC1 (49 kDa) stanowi rdze  kompleksu,

jednocze nie oddzia uj c z antygenami MIC4 i MIC6 oraz komórk  gospodarza

(Rys. 11). Jest okre lane jako laktozo-specyficzna lektyna, która posiada

zdolno  do wi zania receptorów glikoproteinowych zawieraj cych laktoz ,

wyst puj cych na powierzchni atakowanej komórki gospodarza [Lourenco i

wsp., 2001]. W N-ko cowej cz ci cucha MIC1 znajduje si  domena TSR1-

podobna, spe niaj ca podwójn  funkcj : wi zania do komórki gospodarza oraz

przy czania antygenu MIC4 – rozpuszczalnej adhezyny zawieraj cej sze

domen tzw. „jab ka” (ang. apple) o masie 61 kDa. Domeny wyst puj ce w

bia ku MIC4 zawieraj  liczne (znajduj ce si  w nierównych odleg ciach od

siebie) reszty cysteinowe, które tworz  mostki disiarczkowe, czego

nast pstwem jest uformowanie struktury przypominaj cej jab ko. C-ko cowa

cz  MIC1 zawiera domen  galektyno-podobn , która odpowiedzialna jest za

prawid owe z enie antygenu oraz stabilizacj  transmembranowego bia ka

MIC6 (34 kDa). Antygen MIC6 posiada trzy domeny EGF, tzw. region kwa ny

(ang. acidic) oraz cz  transmembranow  (TM), która spe nia funkcj

kotwicz ca kompleks adhezyjny. Podczas transportu heterotrimerycznego

kompleksu (MIC6/1/4) pierwsza domena EFG bia ka MIC6 ulega

proteolitycznemu odci ciu.
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Bia ko MIC3, bogate w reszty cysteinowe, wyst puje w formie

homodimeru (90 kDa) i podobnie jak antygeny MIC1 oraz MIC4 uczestniczy w

procesie adhezji paso yta do komórki gospodarza. MIC3 tworzy kompleks

adhezyjny z bia kiem transmembranowym MIC8, które (analogicznie jak

antygen MIC6 opisany wcze niej) spe nia funkcj  tzw. eskortera. Dojrza e bia ko

MIC3, powstaj ce po odci ciu 66 pocz tkowych reszt aminokwasowych,

zawiera pi  (cz ciowo zachodz cych na siebie) domen EGF oraz domen

wi  chityn . rodkowa cz  bia ka (68-306 reszta aminokwasowa),

bogata w reszty cysteinowe, jest zaanga owana w rozpoznawanie i czenie si

z odpowiednim receptorem znajduj cym si  na komórce ywiciela [Garcia-

Réguet i wsp., 2000].

Rys. 11. Schematyczna organizacja domen w bia kach MIC1, MIC4 oraz MIC6
T. gondii. Budowa kompleksu adhezyjnego (MIC6/1/4); TRS – domena z ona z
powtórze  wykazuj cych podobie stwo do trombospondyny typu 1, CT – domena
cytoplazmatyczna, A – tzw. domena jab ka, EGF – domena wykazuj ca podobie stwo do
naskórkowego czynnika wzrostu, TM – domena transmembranowa, acidic – region kwa ny
[Saouros i wsp., 2005].
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3.1.9.5. Bia ko BAG1 i MAG1

Bia ko antygenowe BAG1 (ang. Bradyzoite Antigen, hsp30) o masie

cz steczkowej 28 kDa nale y do rodziny tzw. bia ek szoku termicznego – hsp

(ang. heat-shock proteins). BAG1 jest typowym antygenem bradyzoitów [Bohne

i wsp., 1995], okre lanym tak e w literaturze jako BAG5 [Parmley i wsp., 1995].

Antygen ten nie ulega ekspresji w stadium rozwojowym tachyzoitu i sporozoitu.

Wykazuje bardzo du e podobie stwo do ma ych bia ek szoku termicznego

ro lin – smHsps (ang. small heat shock protein of plants). Jest to antygen

cytoplazmatyczny, który produkowany jest w du ej ilo ci podczas przemiany

formy rozwojowej tachyzoitu w bradyzoit indukowanej przez niekorzystne

czynniki zewn trzne. Z tego powodu bia ko BAG1 jest uwa ane za typowy

marker do rozpoznania stadium rozwojowego bradyzoitów, których pojawienie

si wiadczy o przewlek ej fazie choroby. Ekspresja genu bag1 (z onego z 4

eksonów i 3 intronów) regulowana jest przez poziom mRNA. W

przeprowadzonych badaniach (dotycz cych okre lenia funkcji bia ka BAG1)

wykazano, i  usuni cie genu bag1 redukuje wydajno  procesu tworzenia cyst

tkankowych, jednak nie powoduje ca kowitego jego zatrzymania [Zhang i wsp.,

1999]. Wyniki tych bada  sugeruj , e bia ko to nie mo e by  inicjatorem

procesu przemiany formy rozwojowej tachyzoitu w bradyzoit. Nie oznacza to

jednak, e antygen BAG1 nie spe nia adnej roli w ró nicowaniu form paso yta.

MAG1 jest bia kiem o masie cz steczkowej 65 kDa, które buduje cian

cysty tkankowej oraz wyst puje w jej cytoplazmie (tzw. macierzy), pomi dzy

komórkami bradyzoitów [Parmley wsp., 1994]. Ze wzgl du na lokalizacj ,

antygen ten pocz tkowo uznawany by  za bia ko typowe dla bradyzoitów i

okre lany mianem markera do rozpoznania tej formy rozwojowej paso yta. W

wyniku pó niejszych bada  stwierdzono, e ekspresja genu koduj cego bia ko

MAG1 zachodzi równie  w tachyzoitach, chocia  na znacznie ni szym poziomie

[Ferguson i Parmley, 2002]. Najprawdopodobniej antygen ten jest lokalizowany

tak e we wn trzu wakuoli paso ytniczej, co uniemo liwia jego wykorzystywanie

jako markera przemiany fazowej. Ponadto, Ferguson i Parmley wykazali, z

wykorzystaniem testu Western blotting i przeciwcia  anty-MAG1, wyst powanie

jednej formy antygenu MAG1 w ekstrakcie z cyst tkankowych oraz dwóch form

tego bia ka w lizacie tachyzoitów. Najprawdopodobniej u tej formy rozwojowej



38

paso yta MAG1 ulega innej obróbce potranslacyjnej i spe nia inn  (do tej pory

nie poznan ) funkcj .

3.2. Patogeneza

3.2.1. Epidemiologia

Zara enie T. gondii jest szeroko rozpowszechnione na ca ym wiecie.

Dotyczy ono zarówno ludzi jak i zwierz t (g ównie kotów, psów, byd a, owiec,

kur i wi ). Przypuszcza si , e zara onych paso ytem jest ok. 5x108 ludzi na

wiecie. W populacji ludzkiej cz sto  zara enia jest uzale niona od bardzo

wielu czynników (klimatu, sposobu od ywiania oraz warunków sanitarno-

epidemiologicznych). Najwy sze odsetki zara  wyst puj  w klimacie

umiarkowanym i ciep ym z uwagi na optymaln  temperatur  i wilgotno

rodowiska sprzyjaj  sporulacji i d ugiemu okresowi przetrwania oocyst.

Zara enie cz owieka mo e nast pi  drog  [Tenter i wsp., 2000]:

• pokarmow  – przez spo ycie surowego lub niedogotowanego mi sa

zawieraj cego cysty tkankowe paso yta. Niebezpieczne dla cz owieka

mog  by  tak e oocysty znajduj ce si  w wodzie, glebie lub warzywach

zanieczyszczonych fekaliami kota, ale tak e i inne wydzieliny i wydaliny

zara onych zwierz t (np. mleko, lina, mocz, ka , nasienie).

• yskow  – dotyczy zara enia p odu podczas czynnej inwazji u matki w

czasie ci y.

Poza drog  pokarmow  i yskow  zara enie cz owieka paso ytem T.

gondii mo e mie  miejsce podczas transfuzji krwi lub przeszczepu zaka onych

narz dów, oraz na przyk ad w czasie pracy z materia em zaka nym u personelu

laboratoryjnego [Herwaldt, 2001].

W badaniach wykonanych w latach 1991-2000, z wykorzystaniem próbek

surowic prawie 10 tysi cy osób pochodz cych g ównie z terenu Polski

po udniowej, wykazano, i  zara enie paso ytem wyst puje cz ciej w populacji

wiejskiej oraz p ska jest w wy szym stopniu zara ona T. gondii ni  p

ska. Badania ponadto potwierdzi y powszechnie przyj  teori , e odsetek

zara onych ludzi z ich wiekiem narasta oraz zara enie T. gondii u cz owieka ma

charakter skokowy (Rys. 12) [Dymon i Kempi ska, 2001].
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Rys. 12. Cz sto  zara enia T. gondii w zale no ci od rodowiska, wieku i p ci
[Dymon i Kempi ska, 2001].

3.2.2. Charakterystyka choroby

3.2.2.1. Podzia  toksoplazmozy

W zale no ci od przyj tych kryteriów takich jak: sposób i moment

zara enia, objawy i przebieg choroby, dokonano podzia u toksoplazmozy na

odpowiednie jednostki chorobowe (Tab. 4).

Tab. 4. Podzia  toksoplazmozy za wzgl du na przyj te kryteria [Kruszewski i
Miller, 2004].

KRYTERIA PODZIA

moment zara enia ü wrodzona

ü nabyta

przebieg choroby ü utajona

ü przewlek a

ü podostra

ü ostra

objawy kliniczne ü bezobjawowa (utajona)

ü objawowa

ü w okresie cofania si  objawów

sposób zara enia ü pierwotna

ü nawrotowa

umiejscowienie zmian

patologicznych

ü narz dowa lub uk adowa

ü uogólniona
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3.2.2.2. Kliniczne postacie toksoplazmozy

Obraz kliniczny toksoplazmozy i zwi zany z nim stopie  ci ko ci i

nasilenia objawów zale y do kilku czynników, w ród których jako najwa niejsze

nale y wymieni : (1) sprawno  uk adu immunologicznego ywiciela, (2) drogi

zara enia (toksoplazmoza wrodzona czy nabyta), (3) intensywno ci inwazji, (4)

zjadliwo  szczepów T. gondii oraz (5) zdolno  regeneracji zara onej tkanki

(niewidoczne uszkodzenia w przypadku inwazji do tkanki cznej, nab onka lub

limfy). Na podstawie najcz ciej spotykanego zespo u objawów wyró nia si

nast puj ce postacie kliniczne toksoplazmozy: posta  nabyt  u osób z

prawid owym stanem odporno ci, wrodzon , oczn  oraz toksoplazmoz  uk adu

nerwowego i toksoplazmoz  u osób z niedoborem odporno ci.

Toksoplazmoza nabyta u ludzi z prawid owo funkcjonuj cym uk adem

immunologicznym przebiega w ponad 80% bezobjawowo. Jedynie w 10–15%

przypadków wyst puj agodne objawy pod postaci  powi kszenia w ów

ch onnych (g ównie szyjnych), uczucia os abienia i umiarkowanej gor czki.

Limfadenopatii mog  towarzyszy  objawy przypominaj ce gryp  (z e

samopoczucie, bóle mi ni i stawów, znaczny stopie  os abienia) oraz

przemijaj ca wysypka skórna. Toksoplazmoza nabyta z objawami ze strony

narz dów wewn trznych (zapalenie p uc, mi nia sercowego, niedokrwisto ,

niewydolno  w troby) lub zapaleniem mózgu czy mi ni szkieletowych

wyst puje bardzo rzadko u tej grupy pacjentów. U wi kszo ci chorych objawy

ust puj  samoistnie, bez leczenia przeciwpaso ytniczego i choroba przechodzi

w posta  utajon  – w organizmie ywiciela pojawiaj  si  cysty tkankowe

zawieraj ce bradyzoity [Tenter i wsp., 2000].

 Toksoplazmoza wrodzona, dotycz ca p odów zara onych drog

yskow , jest nast pstwem pierwotnej inwazji T. gondii u kobiet w czasie

ci y lub w okresie krótko poprzedzaj cym zap odnienie. Z tego wzgl du, i

toksoplazmoza nabyta w wi kszo ci przypadków ma charakter bezobjawowy

lub sk poobjawowy, du  trudno ci  jest prawid owe jej zdiagnozowanie

jedynie na podstawie obrazu klinicznego. Cz sto  wyst powania przeciwcia  u

kobiet ci arnych jest zró nicowana i zale y od po enia geograficznego,

klimatu, warunków higieniczno-sanitarnych, zwyczaju spo ywania surowego

mi sa oraz liczebno ci populacji kotów w danym kraju. Szacuje si , e 1 na 10
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kobiet podczas ci y przechodzi zara enie paso ytem. W ok. 30-40%

przypadków dochodzi do przej cia paso yta poprzez ysko. Z szacunkowych

danych, w Polsce ocenia si  cz sto  toksoplazmozy wrodzonej na 200

przypadków rocznie [Lipka i Milewska-Bobula, 2001]. Na zara enie p odu

ównie wp ywa stan yska (w trakcie ci y wzrasta jego przepuszczalno ),

zjadliwo  szczepu T. gondii, stosowane leczenie przeciwpaso ytnicze,

kszta tuj ca si  odpowied  immunologiczna p odu oraz sprawno

immunologiczna organizmu matki pozwalaj ca ograniczy  parazytemi . Z tego

wi c powodu, ryzyko zara enia p odu w znacznej mierze zwi zane jest z

okresem ci y, w którym nast puje zara enia matki (Tab. 5).

Tab. 5. Zale no  ryzyka zara enia p odu od okresu ci y [Stray-Pedersen,
1993].

CZAS TRWANIA CI Y
(tygodnie)

RYZYKO ZARA ENIA
ODU (%)

< 6 1

6-12 4

13-24 20

>24 20-80

36-38 90

 Toksoplazmoza wrodzona mo e ujawni  si  w szerokim spektrum

objawów klinicznych, które zale  w du ym stopniu od okresu zara enia p odu

podczas ci y (Tab. 6). G ówny problem stanowi to, e 75-90% noworodków

zara onych paso ytem nie wykazuje objawów klinicznych bezpo rednio po

urodzeniu. Takie objawy mog  ujawni  si  dopiero w pó niejszym okresie ycia

dziecka (np. dzieci cym lub m odzie czym). Charakteryzuj  si  wówczas

ci kim przebiegiem, najcz ciej ze zmianami w narz dzie wzroku (zapalenie

siatkówki i naczyniówki) lub opó nieniem rozwoju umys owego oraz utrat

uchu [Tenter i wsp., 2000]. W przypadku toksoplazmozy wrodzonej u

niewielkiej liczby noworodków stwierdzana jest klasyczna triada objawów (tzw.

triada Sabina-Pinkertona), charakteryzuj ca si  zwapnieniem siatkówki i

naczyniówki, wodog owiem i ma og owiem oraz zwapnieniem ródczaszkowym.

Drug  grup  noworodków stanowi  dzieci z objawami uogólnionymi

(wskazuj cymi na mo liwo  zara enia T. gondii) takimi jak: powi kszenie
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troby i ledziony, nasilona lub przed aj ca si taczka, objawy skazy

krwotocznej, zmiany w narz dzie wzroku, zmiany w o rodkowym uk adzie

nerwowym, niska punktacja w skali Apgar, wcze niactwo.

 Tab. 6. Objawy kliniczne w zale no ci od okresu zara enia kobiety ci arnej
paso ytem T. gondii.

TRYMESTR ODSETEK ZARA ONYCH
NOWORODKÓW (%)

OBJAWY KLINICZNE

I 17 poronienie, poród przedwczesny

II 25 zwapnienie ródczaszkowe,
niedorozwój umys owy,

uszkodzenie ga ki ocznej
III 64 posta  lekka, w 85% bezobjawowa

Toksoplazmoza oczna charakteryzuje si  zró nicowanym obrazem

klinicznym. Prawie u wszystkich osób z wrodzon , nie leczon  toksoplazmoz ,

wyst puj  w wieku dojrza ym zmiany w siatkówce i naczyniówce oka, a u

po owy tych chorych mo na stwierdzi  upo ledzenie wzroku. Toksoplazmoza

oczna jest nawracaj cym si  i post puj cym schorzeniem, wymagaj cym

wielokrotnie powtarzanego leczenia [Schnyder, 1995; Vallochi i wsp., 2002].

Toksoplazmoza uk adu nerwowego (u osób z prawid ow  odpowiedzi

immunologiczn ) nie jest specyficzna, w nast pstwie czego wymaga

ró nicowania z takimi jednostkami chorobowymi jak: guz mózgu, stwardnienie

rozsiane, zanik mózgu, zapalenie wielonerwowe. We wrodzonej toksoplazmozie

wachlarz objawów jest bardzo szeroki: od ci kich postaci ostro przebiegaj cej

encefalopatii do nik ych, trudno dostrzegalnych zmian neurologicznych

[Holtkamp i wsp., 2004; Duzovali i wsp., 2005]. Bardzo powa nym problem jest

tak e toksoplazmoza u osób z upo ledzonym uk adem immunologicznym (np.

poddanych transplantacji narz dów, chorych na nowotwory lub AIDS), w

przypadku których sprawno  obronna organizmu gospodarza jest

niewystarczaj ca do ograniczenia parazytemii. Nie kontrolowane namna anie

paso ytów, prowadzi do powstania ognisk martwicy tkanek. U osób z obni on

odporno ci , najcz ciej nast puje zaj cie centralnego uk adu nerwowego, co

jest nast pstwem zaburze  umys owych (68%), zaburze  ruchowych (32%),

drgawek (24%), nieprawid owych odruchów (16%), bólów g owy (14%),
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odruchów wymiotnych i zaburze  czucia (5%). Charakterystyczne dla postaci

mózgowej jest wyst powanie zaburze wiadomo ci ( pi czka) oraz deficytów

neurologicznych [ piewak i Ma afiej, 1996]. Zmiany chorobowe (u tej grupy

pacjentów) mog  tak e dotyczy  mi nia serca, ga ki ocznej oraz p uc [Montoya

i Liesenfeld, 2004].

3.2.3. Leczenie toksoplazmozy

Wskazaniami do leczenia toksoplazmozy jest pierwotna inwazja T. gondii

u kobiety w czasie ci y, posta  wrodzona choroby oraz toksoplazmoza u osób

z niedoborem odporno ci. U dzieci z toksoplazmoz  wrodzon  poza leczeniem

farmakologicznym cz sto konieczne jest tak e leczenie rehabilitacyjne,

okulistyczne, oraz operacyjne (np. dzieci z wodog owiem). Post powanie w

leczeniu toksoplazmozy uzale nione jest od stanu klinicznego oraz bada

serologicznych pacjenta. W wielu przypadkach terapia kontynuowana jest przez

okres ok. jednego roku. Ponadto najcz ciej podczas leczenia stosuje si

terapi  skojarzon  przy pomocy kilku leków lub podaje si  kolejne leki po sobie.

 W leczeniu farmakologicznym toksoplazmozy ju  w roku 1941

stosowano sulfonamidy, a nast pnie do leczenia w czono pirymetamin .

Obecnie w terapii najcz ciej stosuje si  jednocze nie sulfadiazyn  (4-

8g/dzie ) i pirymetamin  (50-100g/dzie ). Dzi ki dzia aniu antagonistycznemu

w stosunku do kwasu foliowego leki te hamuj  syntez  kwasów nukleinowych

paso yta. Maj  jednak negatywny wp yw na organizm cz owieka powoduj c

zahamowanie czynno ci szpiku kostnego. W leczeniu toksoplazmozy w celu

zapobiegania niedokrwisto ci (zwi zanej g ównie z toksycznym dzia aniem

pirymetaminy), nale y jednocze nie stosowa  kwas foliowy. W przypadku

ma ych dzieci i kobiet w I trymestrze ci y, do leczenia toksoplazmozy

wprowadzono tak e antybiotyki z grupy makrolidów. Najwcze niej by a to

spiramycyna, a nast pnie erytromycyna, roksytromycyna, klarytromycyna,

azytromycyna [Boyer, 2000; Gagne, 2001; Montoya i Liesenfeld, 2004].

3.2.4. Zapobieganie toksoplazmozie wrodzonej

Zara enie T. gondii jest szeroko rozpowszechnione na ca ym wiecie.

Szczególnie istotny problem stanowi toksoplazmoza wrodzona, która jest
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przyczyn mierci p odów lub wad wrodzonych u nowo narodzonych dzieci. Z

tego wzgl du zapobieganie tej chorobie powinno by  wszechstronne. Dzia ania

profilaktyczne powinny obejmowa  edukacj  zdrowotn  spo ecze stwa,

podczas której ludzie powinni by  informowani o zasadach zapobiegania

chorobie. Zwalczanie toksoplazmozy wrodzonej mo e przebiega  wed ug

trzech strategii. Jedn  z nich jest tzw. zapobieganie pierwszego rz du, które

polega na ograniczeniu szerzenia si  toksoplazmozy w populacji ludzi i zwierz t

(szczególnie ograniczeniu ekspozycji kobiet w ci y podatnych na zara enie T.

gondii). Zapobieganie drugiego rz du realizowane powinno by  poprzez

masowe badania przesiewowe lub wybiórcze kobiet ci arnych podejrzanych o

aktywn  toksoplazmoz . W przypadkach wskazuj cych na zara enie p odu,

matki powinny by  leczone prewencyjnie. Natomiast zapobieganie trzeciego

rz du powinno dotyczy  bada  serologicznych krwi noworodków w kierunku

wrodzonej toksoplazmozy razem z badaniami przesiewowymi w kierunku

niektórych zaka  wirusowych oraz chorób metabolicznych i/lub

uwarunkowanych genetycznie.

3.4. Odpowied  immunologiczna na zara enie T. gondii

T. gondii to pierwotniak wewn trzkomórkowy, który stymuluje zarówno

komórkowe jak i humoralne mechanizmy odpowiedzi immunologicznej

gospodarza. Odpowied  ta ró ni si  w poszczególnych etapach inwazji.

Efektem jest ca kowita eliminacja paso yta albo ustalenie stanu równowagi.

3.4.1. Odpowied  humoralna

W wyniku inwazji T. gondii do wn trza komórki gospodarza organizm

ywiciela wytwarza odpowiednie przeciwcia a skierowane przeciwko ró nym

antygenom paso yta. Zara ony organizm najpierw syntetyzuje przeciwcia a

skierowane przeciwko antygenom powierzchniowym, a nast pnie przeciwko

bia kom cytoplazmatycznym. Immunoglobuliny pojawiaj  si  w nast puj cej

kolejno ci klas: IgM, IgE, IgA oraz IgG. Obecnie niewiele wiadomo o ich roli

obronnej, jednak w obecno ci dope niacza mog  powodowa  liz  tachyzoitów

znajduj cych si  poza komórk , a ponadto wykryto ich zdolno ci
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opsonizacyjne. Wysok  efektywno  wykazuj  przeciwcia a IgG (op aszczone

nimi tachyzoity s  szczególnie podatne na niszcz ce dzia anie makrofagów).

Przeciwcia a klasy IgM pojawiaj  si  jako pierwsze w odpowiedzi na

inwazj  paso yta. Osi gaj  najwy szy poziom w pierwszych tygodniach

zara enia, po czym ich ilo  maleje. Utrzymuj  si  one w organizmie zazwyczaj

ok. 4-6 miesi cy. Jednak przy pomocy odpowiednio czu ych testów

immunologicznych mo na je wykry  nawet po 12 miesi cach od momentu

zara enia [Bonhomme i wsp., 1992]. Wykrycie immunoglobulin klasy M u

noworodka potwierdza zara enie paso ytem, poniewa  matczyne IgM nie

przenikaj  przez ysko i s  wytwarzane przez p ód.

Przeciwcia a klasy IgE pojawiaj  si  mniej wi cej w tym samym czasie co

IgM i poprzedzaj  nieznacznie pojawienie si  przeciwcia  klasy IgA. Zazwyczaj

nie utrzymuj  si  d ej ni  4 miesi ce. Matczyne IgE nie przechodz  przez

ysko. Mo na je wykry  we wrodzonej toksoplazmozie, zaraz po urodzeniu i w

ci gu pierwszego roku ycia u dzieci z wrodzon  inwazj  [Pinon i wsp 1990;

Wong i wsp.1993]. Jednak w praktyce diagnostycznej wykrywanie przeciwcia

tej klasy jest bardzo rzadko wykorzystywane ze wzgl du na ich krótk  obecno

i bardzo niskie st enie w surowicy osób zara onych.

Przeciwcia a klasy IgA charakteryzuj  si  podobn  dynamik  jak

immunoglobuliny klasy M, przy czym mog  utrzymywa  si  w organizmie nawet

do 9 miesi ca. Obecno ladowych IgA obserwuje si  rzadziej. U zara onych

odów przeciwcia a te mo na wykry  ju  w 23 tygodniu ci y [Bonhomme i

wsp., 1992].

Najsilniejsz  odpowied  na zara enie T. gondii obserwuje si  w klasie

przeciwcia  IgG, które pojawiaj  si  jako ostatnie. Produkcja tych

immunoglobulin zaczyna si  ju  ok. drugiego tygodnia od momentu inwazji

paso yta. Mi dzy drugim, a trzecim miesi cem przeciwcia a te osi gaj

najwy szy poziom, który utrzymuje si  przez kilka miesi cy, po czym zazwyczaj

w ci gu dwóch lat, stopniowo ulega obni eniu. Przeciwcia a klasy IgG w niskich

mianach s  obecne w kr eniu do ko ca ycia. Najsilniejsz  odpowied

immunologiczn  w fazie wczesnej i przewlek ej inwazji obserwuje si  w

podklasie IgG1. Natomiast przeciwcia a podklasy IgG2 i IgG3 produkowane s  w

mniejszych ilo ciach. Ponadto stwierdzono, e przeciwcia a IgG1 i IgG3
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powoduj  aktywacj  komplementu i nap yw komórek jednoj drzastych do

miejsca inwazji [Bonhomme i wsp., 1992]. U noworodków matek z przewlek

toksoplazmoz , przeciwcia a IgG s  biernie przekazywane przez ysko i

znikaj  z kr enia dziecka po ok. 6-12 miesi cach.

W walce z zara eniem T. gondii udzia  czynników humoralnych jest

jednak niewielki, poniewa  ich dzia anie ogranicza si  do

zewn trzkomórkowych paso ytów, wi c do okresu krótkotrwa ej parazytemii w

organizmie ywiciela. Komórka paso yta przez wi kszo  czasu znajduje si  w

wakuoli paso ytniczej (w wydzielonym przedziale wewn trz komórki

gospodarza), co uniemo liwia przeciwcia om spe nianie ich ochronnej roli.

Zatem immunoglobuliny pe ni  drugorz dn  rol  w nabytej odporno ci

przeciwko toksoplazmozie.

3.4.2. Odpowied  komórkowa

Odporno  komórkowa jest uwa ana za najwa niejszy czynnik

kontroluj cy procesy inwazji T. gondii u osób z prawid owo funkcjonuj cym

uk adem immunologicznym. Aktywne makrofagi, limfocyty CD4+, CD8+ oraz

cytokiny, podobnie jak interferon  odgrywaj  znacz  rol  zarówno w ostrej

fazie inwazji jak i w przewlek ym jej okresie. We wczesnej fazie zara enia

szczególna rola przypada limfocytom z receptorami TCR typu , które indukuj

na powierzchni zara onych makrofagów ekspresj  bia ka wstrz su termicznego

hspP65 spe niaj cego funkcj  ochronn  makrofagów przed zaprogramowan

mierci  po zara eniu paso ytem.

Mechanizmy swoistej odporno ci, w której bior  udzia  limfocyty mo na

opisa  nast puj co:

Ø limfocyty CD8+ mog  zabija  wolne, pozakomórkowe tachyzoity T.

gondii, jednak molekularne podstawy tego mechanizmu nie s  znane;

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

podlega restrykcji MHC;

Ø limfocyty CD4+ i CD8+ bior  udzia  w kszta towaniu odporno ci przeciw T.

gondii przez wytwarzanie cytokin [D ugo ska, 2000].
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Limfocyty Th1 (wytwarzaj ce IFN- , IL-2, TNF- , IL-12) odpowiedzialne

 za rozwój reakcji komórkowych, czyli za obron  organizmu przed

wewn trzkomórkowymi paso ytami. Natomiast limfocyty Th2  (produkuj ce IL-

4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13) wspomagaj  rozwój reakcji humoralnych,

zaanga owanych w walk  z patogenami zewn trzkomórkowymi. Na przyk ad za

miejscow  odporno  w przewodzie pokarmowym (przeciwcia a sekrecyjne

klasy IgA) odpowiadaj  limfocyty Th2, a ogólnoustrojowa odporno  w

toksoplazmozie jest zale na od limfocytów Th1 i wytwarzanego przez nie IFN-

[D ug ska, 2000]. Odpowiednio wyra ona relacja mi dzy subpopulacjami

limfocytów Th1/Th2 decyduje o rozwoju zara enia T. gondii. W

przeprowadzonych badaniach wykazano, e zara enie myszy, posiadaj cych

mutacj  w genie koduj cym IL-10, awirulentnym szczepem paso yta prowadzi

do mierci, b cej wynikiem wzrostu syntezy IFN-  i IL-12 [Gazzinelli i wsp.,

1991]. W organizmie takich zwierz t nie rozwija si  stan parazytemii.

3.5. Diagnostyka toksoplazmozy

Istniej  cztery grupy pacjentów, dla których diagnostyka toksoplazmozy

ma bardzo du e znaczenie. Nale  do nich kobiety ci arne, p ody i noworodki

z toksoplazmoz  wrodzon , osoby ze znacznym os abieniem funkcji uk adu

immunologicznego oraz pacjenci z nabytym upo ledzeniem odporno ci.

Diagnostyka ka dej z czterech grup pacjentów napotyka trudno ci, jednak

najwi ksze wyzwanie stanowi okre lenie momentu inwazji T. gondii u kobiety

ci arnej.

3.5.1. Laboratoryjne metody rozpoznawania toksoplazmozy

Prawid owe rozpoznanie toksoplazmozy jest nieodzownym warunkiem

odpowiednich decyzji dotycz cych leczenia i zapobiegania toksoplazmozie.

Metody s ce do wykrycia T. gondii mo na podzieli  na bezpo rednie i

po rednie. Metody bezpo rednie polegaj  na wykryciu i izolacji ca ego paso yta

lub jego antygenu. Natomiast metody po rednie polegaj  na badaniu reakcji

odporno ciowej organizmu (zarówno humoralnej jak i komórkowej).

W przypadku zara enia paso ytem T. gondii, podobnie jak w nast pstwie

obecno ci innych patogenów (wirusów i bakterii), zaatakowany organizm
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wytwarza przeciwcia a, co jest konsekwencj  ekspozycji na antygeny paso yta.

Z tego powodu, aby ujawni  czynnik patogenny konieczne jest zarówno

poszukiwanie paso yta w badanym organizmie, jak równie  jego antygenów

oraz powstaj cych przeciwcia .

Idealna metoda diagnostyczna powinna spe ni  nast puj ce

oczekiwania:

Ø potwierdzi  lub wykluczy  zara enie pierwotniakiem;

Ø okre li  faz  zara enia (toksoplazmoza ostra lub przewlek a);

Ø u kobiet w ci y z pierwotn  toksoplazmoz  potwierdzi  lub wykluczy

zara enie p odu lub noworodka [ piewak i Ma afiej, 1996; Kmie  i wsp.,

2003].

3.5.1.1. Wykrywanie paso yta

Obecno  w organizmie pacjenta paso yta T. gondii mo na wykry

stosuj c badania mikroskopowe. W badaniach tych wykorzystuje si  np.

preparaty barwione metod  May-Grünwalda lub metod  Giemzy, które

charakteryzuj  si  ograniczon  czu ci . Z tego wzgl du wykrywanie paso yta

 metod  ma niewielkie znaczenie diagnostyczne. Zdecydowanie bardziej

skuteczne jest stosowanie metody bezpo redniej immunofluorescencji z

zastosowaniem znakowanych przeciwcia  monoklonalnych. Wysok  czu ci

odznaczaj  si  tak e metody immnohistochemiczne. Ponadto coraz szersze

zastosowania w diagnostyce (np. toksoplazmozy wrodzonej) znajduje metoda

PCR [Cazenave, 1992]. Najcz ciej u ywane testy oparte na tej technice

pozwalaj  wykry  pojedyncze geny p30 (koduj ce bia ko antygenowe SAG1)

lub powtarzaj cy si  gen b1. Interpretacja wyników uzyskanych metod  PCR

napotyka niekiedy na trudno ci, poniewa  w niektórych przypadkach nie mo na

jednoznacznie oceni  czy dodatni wynik badania jest odzwierciedleniem

czynnego procesu choroby czy np. efektem eliminowania z leczonego

organizmu unieczynnionych paso ytów.

Metody bezpo rednie pozwalaj  wykry  obecno  paso yta w takich

materia ach jak: p yn owodniowy, krew p odu, ysko, krew p powinowa. Z

tego powodu badanie to g ównie dotyczy hospitalizowanych w klinice
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po niczej i ma na celu potwierdzenie lub wykluczenie toksoplazmozy

wrodzonej.

W diagnostyce toksoplazmozy stosowane s  równie  metody po rednie.

Do metod tych zaliczane s  tzw. próby biologiczne, które polegaj  na

izolowaniu paso yta z materia u poddanego badaniu, a nast pnie jego

wprowadzeniu do organizmu zwierz t laboratoryjnych. Technika ta jest bardzo

czasoch onna (np. o dodatnim wyniku mo na wywnioskowa  po up ywie 30-45

dni na podstawie obserwowania powsta ych w mózgu myszy cyst paso yta),

zatem jest bardzo rzadko stosowana jako metoda diagnozowania

toksoplazmozy. W tego typu diagnostyce po redniej wykorzystuje si  równie

technik  zara ania hodowli tkankowej.

3.5.1.2. Poszukiwanie antygenów kr cych

Antygen kr cy T. gondii, którego istnienie nie jest zwi zane z

obecno ci  i klas  przeciwcia , wyst puje we krwi pacjentów przechodz cych

wczesn , pierwotn  faz  choroby oraz w niektórych przypadkach mo e by

wykrywany w tzw. reaktywacji zara enia. W organizmie cz owieka antygen

mo e kr  przez okres ok. 2-3 tygodni, przy czym jego wyst powanie w

surowicy pacjentów ma charakter przej ciowy. W zwi zku z tym wykrycie

antygenu mo e stanowi  jedynie wskazówk  aktywnej inwazji i powinno by

uzupe nione zastosowaniem innych metod umo liwiaj cych okre lenie fazy

zara enia. Kr cy antygen T. gondii mo e równie  by  wykrywany w p ynie

mózgowo-rdzeniowym, p ynie ga ki ocznej oraz p ynie owodniowym. Do jego

wykrywania najcz ciej stosuje si  metody immunoenzymatyczne, techniki

immunoelektroforezy, podwójnej dyfuzji w elu i metody Western blotting

[Bitkowska i Dzbe ski, 1989; Hassan i wsp., 1997].

3.5.1.3. Badania serologiczne

Badania serologiczne, b ce podstaw  wspó czesnej diagnostyki

toksoplazmozy, polegaj  na wykryciu w surowicy lub p ynach ustrojowych osób

zara onych paso ytem specyficznych przeciwcia  anty-T. gondii [Pinon i wsp.,

2001]. Du e znaczenie diagnostyczne maj  immunoglobuliny klasy G, które

syntetyzowane s  w organizmie ywiciela w najwi kszej ilo , oraz przeciwcia a
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klasy IgM i IgA uznawane za wska niki tzw. ostrej fazy choroby (szczególnie

istotne w przypadku serodiagnostyki toksoplazmozy wrodzonej). Dynamika

przeciwcia  klasy IgM jest zró nicowana i zale y od uk adu immunologicznego

pacjenta, niekiedy mog  by  one wykrywane w surowicach osób z przewlek

faz  choroby (Rys. 13).

Badania serologiczne obejmuj  laboratoryjne metody diagnostyczne,

które cechuje wysoka czu  i swoisto . Zastosowanie tego typu diagnostyki

w przypadku pacjentów z zaburzon  funkcj  uk adu odporno ciowego lub u

immunologicznie niedojrza ych p odów jest jednak utrudnione. W takich

sytuacjach nale y stosowa  inne metody (np. wykrywanie materia u

genetycznego paso yta lub kr cych antygenów).

Pierwszym zastosowanym w diagnostyce toksoplazmozy odczynem

serologicznym by  wprowadzony przez Sabina i Feldmana w 1948 roku odczyn

barwny DT (ang. dye test), który polega  na poch anianiu barwnika b kitu

metylenowego przez tachyzoity T. gondii. W obecno ci dope niacza i

specyficznych przeciwcia  klasy IgG i IgM komórki paso yta nie ulega y

zabarwieniu. Metoda ta jest wysoce czu a i swoista, jednak nie ró nicuje klas

przeciwcia  i ponadto wymaga pracy z materia em zaka nym. Prawie 10 lat

Rys. 13. Dynamika przeciwcia  klasy IgG oraz IgM (a, b i c – oznaczaj  trzy
ró ne profile syntetyzowanych przez organizm ywiciela immunoglobulin M).
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pó niej, w 1957 roku Goldman i Kelen wprowadzili test immunofluorescencji

po redniej (OIP), który znacznie u atwi  serologiczne rozpoznawanie

toksoplazmozy i umo liwi  ocen  odpowiedzi typu humoralnego u cz owieka.

Test ten oprócz DT, do dnia dzisiejszego uznawany jest jako referencyjny.

W ró nych badaniach serologicznych, do wykrywania specyficznych

przeciwcia  anty-T. gondii, wykorzystuje si  ró ne preparaty antygenowe (Tab.

7 i 8). Antygeny paso yta uzyskiwane s  z tachyzoitów, otrzymanych z p ynu

otrzewnowego zara onych myszy lub z kultur tkankowych in vitro. Jest to,

przygotowana w odpowiednich proporcjach, mieszanka antygenów

cytoplazmatycznych i b onowych. Poniewa  przeciwcia a pojawiaj ce si  na

pocz tku zara enia skierowane s  przeciwko antygenom b onowym, wi kszo

stosowanych antygenów rozpuszczalnych wzbogacona jest dodatkowo

antygenem b onowym P30 (SAG1) dzikiego typu [Decoster, 1992].

Analizuj c dost pne metody stosowane w diagnostyce toksoplazmozy

stwierdzi  mo na, i  brak dotychczas techniki idealnej o uniwersalnym

charakterze. Ka da z opracowanych metod posiada zarówno zalety jak i wady.

Bardzo wa na jest jednak umiej tno  odpowiedniego wyboru metody

adekwatnej do postaci klinicznej toksoplazmozy i stanu odporno ci osoby

badanej.
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Tab. 7. Charakterystyka preparatów antygenowych oraz odczynów
serologicznych stosowanych w diagnostyce toksoplazmozy.

Antygeny zwi zane
METODA WYKRYWANE

PRZECIWCIA A
CHARAKTERYSTYKA

Test barwny
- antygen ywy IgG

Ø zalety: wykrywanie wczesnych

przeciwcia , dobra powtarzalno ,

metoda referencyjna

Ø wady: utrzymywanie ywego

szczepu T. gondii, konieczno

stosowania wie ego dope niacza

Immunofluorescencja
po rednia

- antygen utrwalony
formalin

IgG, IgM

Ø zalety: oznaczanie miana

przeciwcia  dla ka dej klasy, niska

cena badania

Ø wady: odpowiednie wyposa enie

(konieczno  posiadania

mikroskopu), trudno  ustalenia

miana, mo liwo  uzyskania

wyników fa szywie dodatnich

Aglutynacja
bezpo rednia

- antygen utrwalony
formalin

IgG + IgM

Ø zalety: atwo  odczytu, trwa

odczynników, du a przydatno  w

przypadku wie ego zara enia

Ø wady: niska czu , wysokie

miano IgG mo e maskowa

obecno  IgM

Aglutynacja o
zwi kszonej czu ci

- antygen utrwalony
formalin  i trypsyn

IgG

Ø zalety: prostota, du a czu

testu, trwa  antygenu

Ø wady: brak automatyzacji, pozwala

wy cznie na ustalenie miana

przeciwcia  IgG

Aglutynacja AC
- antygen

utrwalony metanolem

IgG w
pocz tkowej fazie
zara enia (6-12

m-ca)

Ø zalety: wynik dodatni tylko na

pocz tku zara enia

Ø wady: niedost pno  w sprzeda y,

trudno  w przygotowaniu

odczynników

Test ISAGA
- antygen utrwalony

formalin

IgM, IgA, IgE
Ø zalety: wykorzystanie metody

immuno-adsorpcji przeciwcia  –

eliminuje interferencj  czynnika

reumatoidalnego

Ø wady: odczyt wizualny
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Tab. 8. Charakterystyka preparatów antygenowych oraz odczynów
serologicznych stosowanych w diagnostyce toksoplazmozy.

Antygeny rozpuszczalne
METODA WYKRYWANE

PRZECIWCIA A
CHARAKTERYSTYKA

Odczyn wi zania
dope niacza

- antygen
cytoplazmatyczny

IgG + IgM

Ø zalety: jedna z najstarszych technik

badawczych (obecnie bardzo

rzadko stosowana)

Ø wady: trudne wykonanie, niewielka

czu

Odczyn lateksowy
-  antygen

cytoplazmatyczny
IgG lub

IgG + IgM

Ø zalety: prostota wykrywania

ca kowitej ilo ci przeciwcia ,

mo liwo  przeliczania na IU

Ø wady: wynik fa szywie ujemny w

przypadku obecno ci du ej ilo ci

przeciwcia  IgG, brak ró nicowania

klas przeciwcia

Test hemaglutynacji
- antygen

cytoplazmatyczny
+ b onowy

IgG + IgM

Ø zalety: ma a wra liwo  na

przeciwcia a neutralne

Ø wady: brak mo liwo ci

ró nicowania klas przeciwcia ,

zale no  metody od jako ci i

rodzaju stosowanego antygenu

Test ELISA
Ø po redni

- antygen
cytoplazmatyczny +

onowy

Ø odwrócony
- antygen
cytoplazmatyczny +

onowy

IgG

IgM, IgA

Ø zalety: obiektywno  odczytu,

dobra powtarzalno  dla miana 10-

300 IU, automatyzacja metody

Ø wady: konieczna aparatura,

zale no  jako ci testu od

przygotowania antygenu

Ø zalety: obiektywno  odczytu,

automatyzacja, wyeliminowanie

interferencji z RF

Ø wady: konieczna aparatura

Test ELIFA
- antygen

cytoplazmatyczny
onowy egzogenny

IgG, IgM
IgA, IgE

Ø zalety: szczególnie przydatna przy

porównaniu surowicy matki i

surowicy z krwi p powinowej.



54

3.5.2. Ocena przydatno ci diagnostycznych testów serologicznych w
ró nicowaniu faz toksoplazmozy

W rutynowej diagnostyce toksoplazmozy najszersze zastosowanie maj

obecnie testy immunoenzymatyczne (g ównie test ELISA), pozwalaj ce na

oznaczenie w badanych surowicach przeciwcia  klas IgG, IgM i IgA. Bardzo

wa ne jest by na podstawie pojedynczej próby surowicy z wykorzystaniem

takiego  testu w ciwie zdiagnozowa  toksoplazmoz , czyli odpowiedzie  na

pytanie kiedy dok adnie zara enie paso ytem mia o miejsce. Jest to

szczególnie istotne u kobiet ci arnych, u których w przypadku pierwotnego

kontaktu z paso ytem istnieje mo liwo  zara enia p odu. Przez bardzo d ugi

okres czasu uwa ano, i  wykrycie w surowicy osoby zara onej przeciwcia

klasy IgM (pojawiaj cych si  w bardzo du ym st eniu w pierwszych

tygodniach po zara eniu) jest markerem wczesnej fazy toksoplazmozy. Przy

diagnozowaniu etapu choroby obserwowano tak e dynamik  przeciwcia  IgG

swoistych dla T. gondii. Interpretacja wyników bada  serologicznych, czyli

obecno ci i st enia przeciwcia  klasy IgG i IgM, w niektórych przypadkach

mo e by  jednak bardzo trudna. Wynika to z faktu, e w populacji osób

doros ych, które przeby y zara enie, przeciwcia a klasy IgG utrzymuj  si

bardzo d ugo na podwy szonym poziomie. Natomiast st enie przeciwcia  klasy

IgM mo e by  podwy szone wiele lat po aktywnej toksoplazmozie [Brooks i

wsp., 1987; Herbrink i wsp., 1987; Del Bono i wsp., 1989]. Przeciwcia a te mog

by  wykrywane w surowicy niektórych osób nawet do 48-72 miesi cy po

zara eniu. Ponadto, wi kszo  (75%) noworodków z wrodzon  toksoplazmoz

nie ma przeciwcia  klasy IgM, co spowodowane jest immunosupresj  uk adu

immunologicznego dziecka przez matczyne przeciwcia a klasy IgG anty-T.

gondii, przechodz ce przez ysko. U doros ych pod wyp ywem

immunosupresji (np. leki, przeszczep) dochodzi do reaktywacji zara enia (tzw.

reinwazja toksoplazmozy), przeciwcia a klasy IgM zazwyczaj nie wyst puj , a

klasy IgG mog  utrzymywa  si  na niskim lub rednim poziomie, nie wskazuj c

na aktywn  toksoplazmoz . Zatem oznaczenie obecno ci przeciwcia  klasy IgM

i st enia IgG mo e nie wystarczy  do prawid owej oceny stadium zara enia

pierwotniakiem T. gondii.
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3.5.2.1. Awidno  przeciwcia

W ostatnich latach do serodiagnostyki toksoplazmozy zosta

wprowadzony test oznaczania awidno ci przeciwcia  klasy G swoistych dla T.

gondii. Test ten pozwala na ustalenie fazy zara enia w oparciu o oznaczenie

si y wi zania przeciwcia  IgG z antygenami paso yta [Hedman i wsp., 1989;

Sensini i wsp., 1996; Cozon i wsp., 1998].

Termin awidno  oznacza wypadkow  si  oddzia uj cych pomi dzy

ca ymi cz steczkami przeciwcia  i antygenem paso yta, uwzgl dniaj c przede

wszystkim ich warto ciowo  oraz inne czynniki (np. wielko  i kszta t) [Steward

i wsp., 1983; Inouye i wsp., 1984]. We wczesnej fazie inwazji przeciwcia a

swoiste dla T. gondii charakteryzuj  si  s ab  si  wi zania antygenów.

Powstaj ce kompleksy antygen – przeciwcia o utrzymywane s  g ównie dzi ki

wi zaniom wodorowym, które atwo ulegaj  rozerwaniu pod wp ywem mocznika

wyst puj cego w buforze stosowanym w te cie do odp ukiwania nadmiaru

reagentów [Cozon i wsp., 1998; Suzuki i wsp., 2001]. Trwaj ce zara enie,

stymuluje uk ad immunologiczny gospodarza. Wytwarzane w du ych ilo ciach

przeciwcia a IgG cechuj  si  coraz wi ksz  si  wi zania z antygenem (tzw.

wysok  awidno ci ). Powsta e kompleksy staj  si  stabilne w obecno ci

mocznika dzi ki si om elektrostatycznym, oddzia ywaniom hydrofobowym, si om

Van der Waalsa i wi zaniom wodorowym. Czas potrzebny na przej cie z niskiej

do wysokiej awido ci wynosi ok. 12-16 tygodni, zatem przeciwcia a o wysokiej

awidno ci wyst puj  w fazie przewlek ej zara enia, gdy paso ytów nie ma ju  w

uk adzie kr enia, a znajduj  si  w tkankach gospodarza w postaci cyst [Cozon

i wsp., 1998; Suzuki i wsp., 2001] (Rys. 14).
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Rys. 14. Dojrzewanie awidno ci przeciwcia  klasy G w pierwotnym zara eniu T.
gondii [Sobieszcza ska, 2002].

Test oznaczania awidno ci IgG swoistych dla T. gondii stanowi dobre

uzupe nienie serodiagnostyki toksoplazmozy. Wysoka awidno  IgG oraz brak

wczesnych markerów aktywnego zara enia (przeciwcia a klasy M i/lub A)

przemawia za przewlek  toksoplazmoz , a wi c pozwala na zrezygnowanie z

badania kolejnych próbek surowicy. Niska awidno  du ych st  IgG oraz

równoczesna obecno  przeciwcia  klasy M i A pozwalaj  podejrzewa  aktywn

toksoplazmoz , jednak przypadki rednich st  IgG o niskiej awidno ci,

tpliwa obecno  IgM i obecno  lub brak IgA wymagaj  badania

serologicznego dalszych próbek surowicy i obserwacji dynamiki przeciwcia .

3.5.3. Diagnostyka u kobiet w ci y

W Polsce obecnie nie prowadzi si  bada  przesiewowych u kobiet w

czasie ci y w kierunku zara enia T. gondii. Testy serologiczne s  jedynie

zalecane w kolejnych trymestrach ci y. Kobiety ci arne stanowi  grup

pacjentów, dla których diagnostyka toksoplazmozy jest szczególnie istotna, ze

wzgl du na odleg e nast pstwa zara enia wewn trzmacicznego. U kobiety w

czasie ci y po pierwsze nale y potwierdzi  lub wykluczy  zara enie

paso ytem T. gondii, a nast pnie precyzyjnie okre li  w jakiej fazie choroby

znajduje si  pacjentka (wczesnej czy przewlek ej). Przyjmuje si , e kobiety

ci arne, które uleg y zara eniu przed zaj ciem w ci e i posiadaj  przeciwcia a

klasy IgG w st eniu do oko o 300 IU/ml s  zdolne do ochrony p odu przed

zara eniem. Wszystkie seronegatywne kobiety ci arne, u których nie wykryto

przeciwcia  anty-T. gondii, nale  do grupy ryzyka i powinny by
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poinformowane o profilaktyce oraz konieczno ci powtarzania bada

serologicznych co trzy miesi ce (Rys. 15 A). W przypadku, gdy w surowicy

pacjentki obecne s  przeciwcia a klasy IgG nale y ustali  czy jest to nast pstwo

wcze niejszego zara enia (toksoplazmoza przewlek a), czy skutek obecnej

inwazji paso yta (toksoplazmoza wczesna, pierwotna). W pierwszym przypadku

ma miejsce ochronne dzia anie przeciwcia , co nie stanowi zagro enia dla

odu. Natomiast w przypadku toksoplazmozy wczesnej nale y rozpocz

leczenie kobiety ci arnej. Dowodem na wczesn  faz  choroby jest 3-4 krotny

wzrost miana przeciwcia  w klasie IgG (Rys. 15 B), a tak e pojawienie si

przeciwcia  w klasie IgM i dodatkowo w klasie IgA (Rys. 15 C) [Pinard i wsp.,

2003].

Rys. 15. Schematy bada  diagnostycznych na toksoplazmoz  kobiet w czasie
ci y: (A) schemat post powania przy ujemnym wyniku badania, (B) schemat bada
kontrolnych, (C) schemat post powania diagnostycznego przy dodatnim wyniku bada .

IgG –
IgM –

GRUPA RYZYKA ü kontrola serologii w kolejnych trymestrach ci y
ü serokonwersja w nast pnych badaniach

wiadczy o pierwotnym zara eniu

IgG +
IgM –

badanie po 3 tygodniach
brak dynamiki → BRAK ZAGRO ENIA

dynamika = wie e zara enie →
ZAGRO ENIE P ODU

IgG +
IgM +
IgA –

badanie po 3 tygodniach

IgG +
IgM + badanie awidno ci lub dynamiki
IgA –                         IgG

IgG + wie e zara enie
IgM + ZAGRO ENIE P ODU
IgA +

IgG +
IgM +
IgA +

wie e zara enie → ZAGRO ENIE P ODU

A)

B)

C)
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3.5.4. Komercyjne testy diagnostyczne

Na rynku wiatowym dost pnych jest wiele ró nych testów

diagnostycznych wykrywaj cych zara enia T. gondii. Zestawy komercyjne

oparte s  o zró nicowane techniki, co jest uzale nione od specyfiki

wykrywanych przeciwcia  (klasy, rodzaju, miana). Na pocz tku zara enia

paso ytem w organizmie ywiciela syntetyzowane s  przeciwcia a skierowane

przeciwko antygenom powierzchniowym T. gondii, które mog  by  wykrywane

np. przy pomocy próby barwnej (DT), immunofluorescencji po redniej (IF) lub

aglutynacji bezpo redniej (DA). Nast pnie zara ony organizm wytwarza

przeciwcia a skierowane przeciwko antygenom cytoplazmatycznym,

wykrywanym np. z wykorzystaniem testów immunoenzymatycznych (ELISA,

ELIFA, EIA). Ponadto przeciwcia a ró nych klas pojawiaj  si  w odmiennych

momentach trwania inwazji, ró ni  si  mianem i czasem wyst powania w

organizmie pacjenta, co przedstawiono w rozdziale 3.4.1. Zatem wynik badania

jest uzale niony od techniki badawczej i stosowanego antygenu, bowiem np.

metoda immunofuorescencji po redniej dla przeciwcia  klasy IgM mo e dawa

wyniki fa szywie dodatnie z uwagi na obecno  czynnika reumatoidalnego lub

przeciwcia  przeciwj drowych.

Rozmaito  proponowanych na rynku technik serologicznych wynika

ównie z post pu technicznego oraz ró norodno ci antygenowej T. gondii i

przede wszystkim nowych mo liwo ci jakie niesie ze sob  rozwój metod biologii

molekularnej. Szereg firm farmaceutycznych i diagnostycznych, np. BioMérieux

(Francja), Sorin Biomedica/DiaSorin (W ochy), Organon-Teknika i Labo

Biomedical (Holandia), Eurogenetics i Innogenetics (Belgia), Roche (Wielka

Brytania), Bio-Rad i Viro-Immun Labor Diagnostika (Niemcy), Melotech

(Hiszpania), Abbott i Diamedix (USA) wprowadzi o na rynek zestawy

immunodiagnostyczne wykrywaj ce zara enia paso ytem T. gondii. Niektóre z

tych zestawów s  w pe ni zautomatyzowane i wymagaj  specjalistycznego,

wieloczynno ciowego, a zarazem bardzo kosztownego aparatu

diagnostycznego. Do takich systemów nale y np. Cobas Core II (nowoczesny

automatyczny analizator immunodiagnostyczny wykorzystuj cy do oznacze

metod  EIA) firmy Roche, z wykorzystaniem którego wykona  mo na dwa testy

diagnostyczne wykrywaj ce przeciwcia a klasy IgG (ToxoIgG) lub IgM (ToxoIgM
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rec) w badanych próbkach. Innym przyk adem jest zautomatyzowany system

firmy Abbott do oznaczania immunoglobulin klasy G i M (IMx Toxo IgG lub IMx

Toxo IgM, version 2.0) oraz proponowany przez firm  BioMérieux system

VIDAS wykorzystuj cy technik  ELIFA. Wszystkie proponowane testy (zarówno

w pe ni zautomatyzowane jak i manualne) maj  pewn  charakterystyczn

warto  diagnostyczn  oraz pewne ograniczenia. Z tego wzgl du bardzo cz sto

do pe nej i prawid owej diagnostyki toksoplazmozy (szczególnie w trudnych lub

tpliwych przypadkach) konieczne jest kojarzenie co najmniej dwóch testów

wykorzystuj cych ró ne techniki serologiczne.

Niew tpliwie wiatowym liderem na rynku testów diagnostycznych

(wykrywaj cych toksoplazmoz ) jest firma BioMérieux, która proponuje

dziewi  ró nych zestawów serologicznych zaprezentowanych w tabeli 9.

Tab. 9. Komercyjne dost pne zestawy diagnostyczne proponowane przez firm
BioMérieux.

NAZWA TESTU CHARAKTERYSTYKA
Metody aglutynacyjne:

Toxo-Screen DA
(aglutynacja bezpo rednia)

Toxo-ISAGA
(immunosorbcja aglutynacyjna)

Toxo-ISAGA IgA
(immunosorbcja aglutynacyjna)

• okre la obecno  lub brak IgG
• antygen – zawiesina toksoplazm utrwalona

formalin
• wykrywa nawet niewielk  ilo  przeciwcia

• s y do wykrywania swoistych przeciwcia  IgM,
przy u yciu przeciwcia  monoklonalnych

• pozwala na pó ilo ciowe oznaczenie swoistych
przeciwcia  IgA, przy u yciu przeciwcia
monoklinalnych

Immunofluorescencja po rednia
Toxo-Spot IF

• w te cie wykorzystane jest szkie ko op aszczone
antygenem T. gondii

• technika dwustopniowa
• zalet  jest mo liwo  u ycia przeciwcia

monospecyficznych, pozwalaj cych na okre lenie
poszczególnych klas immunoglobulin

Te
ch

ni
ki

 m
an

ua
ln

e

Odczyn lityczny – próba barwna
Dye test

• prosta modyfikacja barwnego odczynu Sabina-
Feldmana

• wymaga du ego do wiadczenia oraz sta ego
namna ania komórek paso yta

• wykonywany jako test referencyjny w placówkach
specjalistycznych
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VIDAS Toxo Competition • test jako ciowy
• diagnostyka ca kowitych przeciwcia T. gondii
• wykorzystywany g ównie do bada  przesiewowych

np. kobiet ci arnych

VIDAS Toxo IgM • test pó ilo ciowy
• ocena kr cych przeciwcia  IgM
• stosowany g ównie do diagnostyki u noworodków

VIDAS Toxo IgG II • test ilo ciowy
• ocena kr cych przeciwcia  IgG
• warto  podawana w IU/ml
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VIDAS Toxo  IgG Avidity • test jako ciowy
• ocena awidno ci przeciwcia  anty-T. gondii

3.6. Antygeny rekombinantowe

Czu  i efektywno  testów serologicznych zale y w g ównej mierze od

dwóch czynników. Pierwszym z nich jest poziom przeciwcia  produkowanych

przez organizm w odpowiedzi na przebyte zara enie, a drugi stanowi

zastosowany w te cie antygen (rozpoznaj cy specyficzne immunoglobuliny). W

przypadku konstrukcji zestawów diagnostycznych wykorzystuj cych metody

serologiczne, o ile nie ma si  wp ywu na pierwszy z tych czynników, o tyle

istnieje mo liwo  du ego wyboru antygenów, które zasadniczo wp ywaj  na

czu  i specyficzno  testów. Rozwój metod biologii molekularnej i in ynierii

genetycznej stworzy  nowe mo liwo ci w otrzymywaniu coraz to lepszych i

bardziej skutecznych narz dzi diagnostycznych. Antygeny rekombinantowe,

produkowane w bakteryjnych lub eukariotycznych systemach ekspresyjnych,

stanowi  now  grup  odczynników immunodiagnostycznych o bardzo wysokiej

jako ci. Stosowanie rekombinantowych bia ek antygenowych, jako

specyficznych markerów rozpoznaj cych przeciwcia a, jest szczególnie

wskazane do sprawdzania obecno ci patogenów wywo uj cych ró ne rodzaje

odpowiedzi immunologicznej, którymi zara enie prowadzi do przewlek ych

inwazji lub w przypadku patogenów, które po inwazji ostrej przechodz  w stan

utajony (tak jak w przypadku T. gondii).
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3.6.1. Produkcja antygenów rekombinantowych

Szybki post p w technikach rekombinacji DNA, który umo liwi

konstrukcj  zró nicowanych bakteryjnych i eukariotycznych systemów ekspresji

genów, da  mo liwo  otrzymywania du ej ilo ci ró nych bia ek. Obecnie na

rynku dost pny jest bardzo szeroki wybór wektorów ekspresyjnych, które dzi ki

wyselekcjonowanym, dobrze regulowanym i bardzo silnym promotorom

umo liwiaj  ogromn  nadprodukcj  bia ek (stanowi  od kilku do

kilkudziesi ciu procent ogólnej zawarto ci bia ek w komórce). Ponadto wiele

wektorów ekspresyjnych umo liwia otrzymanie tzw. bia ek fuzyjnych

zawieraj cych dodatkowe reszty aminokwasowe na N- lub C-ko cu. Domeny

fuzyjne, kodowane przez DNA wektorów, znajduj  zastosowanie g ównie w

oczyszczaniu bia ek, ich identyfikacji, poprawie rozpuszczalno ci czy te

zapewnieniu poprawnego sk adania.

W przypadku wi kszo ci patogenów poznano sekwencj  genomów oraz

dobrze scharakteryzowano i opisano ich budow , biologi  i struktur

antygenow . Pozwala to w bardzo atwy sposób wytypowa  bia ka antygenowe

o potencjalnym znaczeniu immunodiagnostycznym i nast pnie w atwy sposób

zaprojektowa  system ekspresyjny pozwalaj cy otrzyma  dany antygen

rekombinantowy. Wybór systemu ekspresyjnego jest uzale niony od specyfiki

produkowanego antygenu. W niektórych przypadkach konieczne jest

stosowanie eukariotycznych systemów ekspresji genów, które umo liwiaj

przeprowadzenie potranslacyjnych modyfikacji. Etapy produkcji bia ek

rekombinantowych zosta y przedstawione w tabeli 10.

Tab. 10. Etapy produkcji antygenu rekombinantowego.

ETAP OPIS

I Amplifikacja przy u yciu techniki PCR wybranego genu lub jego fragmentu
II Reakcja ligacji DNA uzyskanego produktu PCR z DNA odpowiednio

wybranego wektora
III Transformacja komórek prokariotycznych lub eukariotycznych
IV Namno enie komórek
V Zbieranie lizatu komórkowego lub supernatant pohodowlanego
VI Oczyszczanie
VII Sprawdzanie specyficzno ci otrzymanego antygenu
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3.6.2. Antygeny rekombinantowe T. gondii jako narz dzie w diagnostyce
toksoplazmozy

Obecnie w Polsce nie prowadzi si  bada  przesiewowych u kobiet

ci arnych i noworodków w kierunku zara enia T. gondii. Systematyczne

badania prenatalne umo liwi yby wczesn  identyfikacj  zara  paso ytem

oraz podj cie odpowiedniego leczenia. Wprowadzenie do diagnostyki

toksoplazmozy metody, która by aby czu a, szybka i tania, pozwoli oby na

wykonywanie bada  przesiewowych. W stosowanych obecnie testach

diagnostycznych wykorzystuje si  g ównie tzw. antygeny natywne paso yta

otrzymywane z tachyzoitów T. gondii. Jest to, przygotowana w odpowiednich

proporcjach, mieszanka antygenów cytoplazmatycznych i b onowych.

Rekombinantowe bia ka antygenowe uzyskane metodami in ynierii genetycznej

i biologii molekularnej, mog  by  alternatywnym ród em antygenów

wykorzystanych w badaniach serologicznych. Otrzymywanie antygenów

natywnych jest uci liwe i trudne, poniewa  wymaga hodowli paso yta in vivo

na myszach lub hodowli tkankowej in vitro. Otrzymywanie homogennych

preparatów rekombinantowych bia ek metodami biologii molekularnej, pozwala

przede wszystkim rozwi za  problem biohazardu, pracoch onno ci i

czasoch onno ci, który towarzyszy otrzymaniu antygenu natywnego. Ponadto

poziom ekspresji niektórych bia ek dzikiego typu jest niski, co utrudnia ich

izolacj  i oczyszczanie. Antygeny rekombinantowe natomiast mog  by

produkowane w dowolnej ilo ci. Zatem do g ównych zalet stosowania

rekombinantowych antygenów w badaniach serologicznych zamiast natywnych,

mo na zaliczy  ni sze koszty bada  diagnostycznych, spowodowane ni szym

kosztem produkcji i oczyszczania rekombinantowych bia ek antygenowych.

ycie w serologicznych testach diagnostycznych takich antygenów (a tak e

ich mieszanek) umo liwia wykrycie swoistych przeciwcia  anty-T. gondii z tak

sam  czu ci , jak w przypadku wykorzystania antygenu natywnego

[Hiszczy ska-Sawicka i wsp., 2003; Pietkiewicz i wsp., 2004; Hiszczy ska-

Sawicka i wsp., 2005]. Ponadto, zastosowanie odpowiednio

wyselekcjonowanych bia ek rekombinantowych (charakterystycznych dla formy

rozwojowej tachyzoitu lub bradyzoitu) mo e pozwoli  na zró nicowanie fazy

wczesnej i przewlek ej toksoplazmozy, które oparte b dzie na pojedynczej
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próbie surowicy pacjenta, co jest niemo liwe w przypadku stosowania antygenu

natywnego.

W Katedrze Mikrobiologii Politechniki Gda skiej badania dotycz ce

bia ek antygenowych T. gondii  prowadzone ju  od kilku lat, a przed ona

rozprawa doktorska jest ich cz ci . Dotychczas otrzymano ponad dwadzie cia

ró nych rekombinantowych bia ek antygenowych paso yta oraz wst pnie

oszacowano ich przydatno  w serologicznych testach diagnostycznych

[Hiszczy ska-Sawicka i wsp., 2003; Pietkiewicz i wsp., 2004; Hiszczy ska-

Sawicka i wsp., 2005; Holec i wsp., 2007]. Badano reaktywno  otrzymanych

antygenów z przeciwcia ami anty-T. gondii pochodz cymi z surowic pacjentów z

wczesn  i przewlek  toksoplazmoz  z wykorzystaniem metody Western

blotting oraz testu ELISA. Przeprowadzone do wiadczenia potwierdzi y, i

otrzymywane metodami in ynierii genetycznej antygeny rekombinantowe

paso yta s  nowym narz dziem, które znajdzie zastosowanie w diagnostyce

toksoplazmozy.

3.6.3. Zastosowanie antygenów rekombinantowych T. gondii w
serologicznych testach diagnostycznych

Liczne laboratoria na ca ym wiecie prowadz  badania, które dotycz

opracowywania nowych metod diagnostycznych wykrywaj cych zara enia

paso ytem T. gondii. Du e mo liwo ci konstrukcji nowych zestawów

diagnostycznych daje wykorzystanie bia ek rekombinantowych. Z tego wzgl du

wiele zespo ów badawczych zajmuje si  otrzymywaniem bia ek antygenowych o

yteczno ci immunodiagnostycznej oraz poszukiwaniem specyficznych

markerów faz toksoplazmozy.

Dotychczas sklonowano szereg genów koduj cych antygeny T. gondii w

uk ady ekspresyjne (bakteryjne, dro owe) i otrzymano odpowiednie bia ka

(Tab. 11).  Wiele z tych antygenów by o charakteryzowanych pod wzgl dem ich

zdolno ci do wi zania specyficznych przeciwcia  toksoplazmowych ró nych klas

(g ównie IgG oraz IgM) (Tenter i wsp., 1991; Parmley i wsp. 1992; Van Gelder i

wsp., 1993; Nockemann i wsp., 1998; Jacobs i wsp., 1999; Aubert i wsp., 2000;

Li i wsp., 2000; Pfrepper i wsp., 2005). Ich przydatno  immunodiagnostyczna

by a okre lana z wykorzystaniem metody ELISA, Western blotting oraz testu
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oznaczania awidno ci, w których antygeny by y testowane oddzielnie lub w

odpowiednich mieszankach sk adaj cych si  z kilku bia ek. Niektóre bia ka

antygenowe zosta y wyselekcjonowane jako tzw. markery molekularne fazy

wczesnej toksoplazmozy, np. antygen P35 opisany jako reaguj cy z

przeciwcia ami anty-T. gondii pochodz cymi z surowic pacjentów z pocz tkow

faz  choroby [Li i wsp., 2000]. Silna odpowied  immunologiczna we wczesnej

fazie inwazji (surowice pacjentów z ostr  toksoplazmoz ) zosta a

zaobserwowana tak e dla antygenu ROP2 [Martin i wsp., 1998] oraz w ostatnio

przeprowadzonych badaniach dla bia ka GRA2 [Golkar i wsp., 2007]. Jak dot d

jednak nie uda o si  otrzyma  antygenu charakterystycznego dla przewlek ej

fazy toksoplazmozy.

Tab. 11. Otrzymane rekombinantowe bia ka antygenowe – opisane w literaturze.

RODZINA
ANTYGENÓW

NAZWA
ANTYGENU

ODNO NIK LITERATUROWY

SAG1 (P30) [Burg i wsp., 1988; Harninig i wsp., 1996; Biemans
i wsp., 1998; Aubert i wsp., 2000; Hiszczy ska-
Sawicka i wsp., 2003]

SAG2 (P22) [Prince i wsp., 1990; Parmley i wsp., 1992; Aubert i
wsp., 2000; Hiszczy ska-Sawicka i wsp., 2005]

SAG4 (P18) [Ödberg-Ferragut i wsp., 1996]

Antygeny
powierzchniowe

P35 [Li i wsp., 2000; Aubert i wsp., 2000; Hiszczy ska-
Sawicka i wsp., 2005]

GRA1 (P24) [Cesbron-Delauw i wsp., 1989; Aubert i wsp.,
2000; Hiszczy ska-Sawicka i wsp., 2003]

GRA2 (P28) [Prince i wsp., 1989; Murray i wsp., 1993; Aubert i
wsp., 2000]

GRA4 (P41) [Mevelec i wsp., 1992; Aubert i wsp., 2000]
GRA6 (P32) [Lecordier i wsp., 1995; Redlich i Müller, 1998;

Aubert i wsp., 2000; Hiszczy ska-Sawicka i wsp.,
2005]

GRA7 (P29) [Bonhomme i wsp., 1998; Fischer i wsp., 1998;
Jacobs i wsp., 1998; Aubert i wsp., 2000;
Hiszczy ska-Sawicka i wsp., 2003]

Antygeny granul o
du ej g sto ci

GRA9 (B10) [Nockemann i wsp., 1998]
ROP1 (P66) [Ossorio i wsp., 1992; Aubert i wsp., 2000]

Antygeny roptrii ROP2 (P54) [Saavedra i wsp., 1991; Van Gelder i wsp., 1993;
Martin i wsp., 1998; Aubert i wsp., 2000]

Antygeny mikronem
MIC2,MIC3,
MIC4, M2AP,
AMA1

[Buffolano i wsp., 2005]

P25 [Johnson i Illana, 1991; Tenter i Johnson, 1991]
P68 [Knapp i wsp., 1991]Inne antygeny
MAG1 (P65) [Parmley i wsp., 1994]
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Obecnie diagnostyka toksoplazmozy wrodzonej polega na wykrywaniu w

surowicy noworodków przeciwcia  tzw. wczesnej fazy (klasy IgM lub/i IgA). W

tym przypadku bardzo du ym ograniczeniem jest to, i  specyficzne przeciwcia a

IgM i IgA anty-T. gondii zwykle wyst puj  tylko u ok. 75% badanych

noworodków z toksoplazmoz  wrodzon  [Candolfi i wsp., 1993; Hohlfeld i wsp.,

1994; Lebech i wsp., 1999; Gilbert i wsp., 2001]. Z tego powodu, bardzo

obiecuj ce jest u ycie rekombinantowych antygenów w rozpoznawaniu

toksoplazmozy wrodzonej u noworodków. Przeprowadzone badania z

wykorzystaniem siedmiu bia ek fuzyjnych (dwóch fragmentów MIC2, MIC3,

MIC4, M2AP, AMA1 i SAG1) zawieraj cych domen  GST pozwoli y wytypowa

dwa antygeny mikronem (MIC3 oraz MIC4) jako bia ka, które wykazuj  znaczn

reaktywno  z przeciwcia ami klasy IgG zawartymi w surowicach noworodków

zara onych podczas trwania ci y [Buffolano i wsp., 2005]. MIC3 i MIC4 nie

reagowa y z przechodz cymi przez ysko matczynymi immunoglobulinami G

oraz surowicami dzieci zdrowych.

Inny rodzaj bia ek rekombinantowych o znaczeniu diagnostycznym

stanowi  tzw. chimeryczne antygeny, które powstaj  poprzez po czenie kilku

immunoreaktywnych regionów ró nych antygenów. Dwa takie rekombinantowe

produkty GST-EC2 (z ony z fragmentów bia ka MIC2, MIC3 i SAG1) oraz

GST-EC3 (zawieraj cy fragment antygenu GRA3, GRA7 i M2AP) zosta y

otrzymane przez Beghetto i wspó pracowników w 2006 roku (Rys. 16).

Immunoreaktywno  otrzymanych konstruktów badano wykrywaj c

przeciwcia a klasy IgG oraz IgM w surowicach osób doros ych zara onych T.

gondii oraz dzieci z toksoplazmoz  wrodzon . W przypadku wykrywania

przeciwcia  klasy M metod  ELISA (u pacjentów doros ych) uzyskano takie

same wyniki (98%) jak dla testu komercyjnego (ETI-TOXOK-M, firmy DiaSorin).

Natomiast w przypadku noworodków z wrodzon  toksoplazmoz , antygeny

chimeryczne wykaza y wi ksz  reaktywno  (70%) w porównaniu z testem

komercyjnym (35%).
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Rys. 16. Schematyczna reprezentacja dwóch chimerycznych antygenów
GST-EC2 i GST-EC3 T. gondii [Beghetto i wsp., 2006].
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4. Materia y

4.1. Szczepy bakteryjne

SZCZEP GENOTYP POCHODZENIE

E. coli TOP10F’
F’ {lacIq Tn10 (TetR)}, mcrA ∆(mrr-
hsdRMS-mcrBC) φ80lacZ∆M15
∆lacX74 deo R recA1 araD139 ∆(ara-
leu)7697 galU galK rspL endA1 nupG

Invitrogen,
USA

E. coli
BL21(DE3)pLysS

F- ompT hsdSB (rB
- mB

-) gal dcm (DE3)
pLysS (CmR)

Novagen,
Wielka Brytania

E. coli
Rosetta(DE3)pLysS

F- ompT hsdSB (rB
- mB

-) gal dcm lacY1
(DE3) pLacIRARE (CmR)

Novagen,
Wielka Brytania

E. coli
Rosetta(DE3)pLacI

F- ompT hsdSB (rB
- mB

-) gal dcm lacY1
(DE3) pLacIRARE (CmR)

Novagen,
Wielka Brytania

4.2. Materia  genetyczny

• wektory

NAZWA WEKTORA
/ WIELKO

GENOTYP POCHODZENIE
[odno nik

literaturowy]
pUET1 / 2856 pz ori pMB1, ApR, promotor T7, S-Tag,

His-Tag
Kolekcja Katedry
Mikrobiologii PG
[D browski i Kur;

1999]
pUC19 / 2686 pz ori pMB1, lacZ , ApR, rep-, rop- Invitrogen,

USA
pET-32a / 5900 pz ori f1, ApR, promotor T7, Trx-Tag, S-

Tag, His-Tag
Novagen, Wielka

Brytania

• plazmidy rekombinantowe – otrzymane przez wklonowanie do DNA

wektora pUET1 DNA insertów koduj cych bia ka antygenowe SAG1,

SAG2, P35, GRA1, GRA6, GRA7, ROP9 T. gondii (kolekcja Katedry

Mikrobiologii)
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NAZWA WKLONOWANY INSERT ODNO NIK
LITERATUROWY

pUET1/SAG1 gen koduj cy antygen
powierzchniowy SAG1 T. gondii
(reszty aminokwasowe od 49 do

313)

[Hiszczy ska-
Sawicka i wsp., 2003]

pUET1/SAG2 gen koduj cy antygen
powierzchniowy SAG2 (P22) T.

gondii (reszty aminokwasowe od 30
do 231)

[Hiszczy ska-
Sawicka i wsp., 2005]

pUET1/p35 gen koduj cy antygen
powierzchniowy P35 T. gondii

(reszty aminokwasowe od 26 do
170)

[Hiszczy ska-
Sawicka i wsp., 2005]

pUET1/GRA1 gen koduj cy antygen granul o
du ej g sto ci GRA1 T. gondii

gondii (reszty aminokwasowe od 24
do 190)

[Hiszczy ska-
Sawicka i wsp., 2003]

pUET1/GRA6 gen koduj cy antygen granul o
du ej g sto ci GRA6 T. gondii

gondii (reszty aminokwasowe od 30
do 231)

[Hiszczy ska-
Sawicka i wsp., 2005]

pUET1/GRA7 gen koduj cy antygen granul o
du ej g sto ci GRA7 T. gondii

gondii (reszty aminokwasowe od 18
do 236)

[Hiszczy ska-
Sawicka i wsp., 2003]

pUET1/ROP9 gen koduj cy antygen roptrii ROP9
T. gondii gondii (reszty

aminokwasowe od 30 do 363)

Praca magisterska L.
Holec, 2003

4.3. Po ywki i pod a bakteriologiczne

• Po ywka LB (Luria Bertani): trypton 10 g, ekstrakt dro owy 5 g, NaCl

10 g, woda destylowana do 1000 ml (pH=7,0-7,2)

• Po ywka 2YT: trypton 16 g, ekstrakt dro owy 10 g, NaCl 5 g, woda

destylowana do 1000 ml (pH=7,0)

• Pod e LA (Luria Bertani Agar): trypton 10 g, ekstrakt dro owy 10

g, NaCl 10 g, agar 15 g, woda destylowana do 1000 ml

Wszystkie po ywki i pod a sterylizowano 30 min, w temperaturze 120°C.

4.4. Antybiotyki

• Ampicylina – roztwór wyj ciowy: 100 mg/ml H2O

• Chloramfenikol – roztwór wyj ciowy: 34 mg/ml 70% etanolu

• Tetracyklina – roztwór wyj ciowy: 12,5 mg/ml 70% etanolu
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4.5. Enzymy i bufory

• Enzymy restrykcyjne i bufory do trawienia:

Enzym
restrykcyjny

Rozpoznawana
sekwencja

Bufor do trawienia Optymalna
temperatura

trawienia
BglII (BioLabs) 5’-A/GATCT-3’ NEBuffer 3 37ºC

HindIII (BioLabs) 5’-A/AGCTT-3’ NEBuffer 2 37ºC

EcoRI (BioLabs) 5’-G/AATTC-3’ NEBuffer for EcoRI 37ºC

HinfI (Fermentas) 5’-G/ANTC-3’ R+ 37ºC

XbaI (BioLabs) 5’-T/CTAGA-3’ NEBuffer 2 37ºC

NdeI (BioLabs) 5’-CA/TATG-3’ NEBuffer 4 37ºC

EcoRV (BioLabs) 5’-GAT/ATC-3’ NEBuffer 3 37ºC

PvuII (Fermentas) 5’-CAG/CTG-3’ G+ 37ºC

SmaI (BioLabs) 5’-CCC/GGG-3’ NEBuffer 4 25ºC

Sk ad buforów:

Ø NEBuffer EcoRI: 50 mM NaCl; 100 mM Tris-HCl; 10 mM MgCl2;

0,025% Triton X-100

Ø NEBuffer 2: 50 mM NaCl; 10 mM Tris-HCl; 10 mM MgCl2; 1 mM

ditiotreitol

Ø NEBuffer 3: 100 mM NaCl; 50 mM Tris-HCl; 10 mM MgCl2; 1 mM

ditiotreitol

Ø NEBuffer 4: 50 mM octan potasu; 20 mM Tris-octan; 10 mM octan

magnezu; 1 mM ditiotreitol

Ø R+: 10 mM Tris-HCl; 10 mM MgCl2; 100 mM KCl; 0,1 mg/ml BSA

Ø G+: 10 mM Tris-HCl; 100 mM KCl; 1mM DTT; 1mM EDTA; 0,2 mg/ml

BSA; 50% glycerol

• Polimeraza DNA Pwo (DNA Gda sk II s.c) – rekombinantowa polimeraza

DNA Pyrococcus woesei, wykazuj ca aktywno  polimeryzacji 5’-3’ i

aktywno  egzonukleazy 3’-5’, charakteryzuj ca si  ok. 12 razy wi ksz

wierno ci  syntezy DNA ni  polimeraza Taq

• Polimeraza DNA WALK (A&A Biotechnology)

• Enzym i odczynniki do reakcji ligacji:

Ø ligaza polinukleotydowa faga T4 (Epicentre);
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Ø bufor do reakcji ligacji (Epicentre): 100 mM NaCl, 50 mM Tris

(pH=7,5); 0,1 mM EDTA; 1 mM ditiotreitol; 0,1% Triton X-100; 50%

glicerol;

Ø roztwór ATP (Epicentre).

4.6. Bufory i odczynniki do reakcji PCR

• Bufor do reakcji dla polimerazy DNA Pwo (10x st ony) – 50 mM KCl,

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

• Bufor do reakcji dla polimerazy DNA WALK (10x st ony) – 100 mM KCl,

100 mM (NH4)2SO4, 200 mM Tris (pH=8,5), 20 mM MgSO4, 1% Triton X-

100

• Roztwór 15 mM MgCl2

• Trifosforany deoksynukleozydów (dNTP): dATP, dGTP, dCTP, dTTP -

roztwór podstawowy o st eniu 10 mM dla ka dego z nukleotydów

• Woda redestylowana ja owa

• Matryca do reakcji PCR - DNA T. gondii szczepu RH

• Startery:

Ø wykorzystywane przy amplifikacji DNA fragmentu genu sag4:

starter N-terminalny:
BglII

SAG4BglII 5’-CTTGGAGATCTGGTGCGGGCAAAGAGC-3’

starter C-terminalny:
HindIII

SAG4HindIII 5’-CAAACCAAGCTTATGAGCGCCAGCAAGG-3’

Ø wykorzystywane przy amplifikacji DNA fragmentu genu bsr4:

starter N-terminalny:
BglII

           BSR4BglII 5’-CCTGGAGATCTCTCTAGCGGACAGGCTGTTGCTG-3’

starter C-terminalny:
HindIII

           BSR4HindIII 5’-CAAATTAAGCTTAGTGCAACTCGTTGGCGCGCC-3’

Ø wykorzystywane przy amplifikacji DNA eksonu 1 genu gra2:
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          starter N-terminalny:
BglII

GRA2ex1BglII 5’-CCGGTAGATCTTGCCGAGTTTTCCGGAGTTG-3’

          starter C-terminalny:
ekson 2

GRA2ex1ex2 5’-GGTGTATGTTCACCTTTTCCCCCAACTGCTCTCTC-3’

Ø wykorzystywane przy amplifikacji DNA eksonu 2 genu gra2:

          starter N-terminalny:
ekson 1

GRA2ex2 5’-GATGAGAGAGCAGTTGGGGGAAAAGGTGAACATAC-3’

          starter C-terminalny:
HindIII

GRA2ex2HindIII 5’-GCAGTCAAGCTTCTGCGAAAAGTCTGGGACG-3’

Ø wykorzystywane przy amplifikacji DNA fragmentu genu gra4:

starter N-terminalny:
  BglII

GRA4BglII 5’-CTTCCAGATCTGGCAGATATGGCGGGCCTCTCG-3’

starter C-terminalny:
HindIII

GRA4HindIII 5’-CATCGGAAGCTTCCCCGTCAGGATTCCCTTCTTG-3’

Ø wykorzystywane przy amplifikacji DNA fragmentu genu gra5:

starter N-terminalny:
BglII

           GRA5BglII 5’-CTTGGAGATCTGGGTTCAACGCGTGACGTAGG-3’

starter C-terminalny:
HindIII

           GRA5HindIII 5’-CGGACCAAGCTTCTCTTCCTCGGCAACTTCTTC-3’

Ø Wykorzystywane przy amplifikacji DNA eksonu 1 genu gra9:

starter N-terminalny:
BglII

GRA9BglII 5’-CCGGTAGATCTGCTCGACCTTTTCCTCGGTG-3’
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starter C-terminalny:
ekson 2

GRA9ex1 5’-CAAGTAACCACGTACTGGCACGTGCCAGTTTTCTC-3’

Ø Wykorzystywane przy amplifikacji DNA eksonu 2 genu gra9:

starter N-terminalny:
                                             ekson 1
GRA9ex2 5’-CTCGAGAAAACTGGCACGTGCCAGTACGTGGTTAC-3’

starter C-terminalny:
HindIII

GRA9HindIII 5’-GCGGTGAAGCTTGAGTCCTCGGTCTTCCTG-3’

Ø wykorzystywane przy amplifikacji DNA fragmentu genu rop1:

starter N-terminalny:
BglII

ROP1BglII 5’-CAAAGAGATCTACCTGTCAGAGGCCCGGACCAAG-3’

starter C-terminalny:
HindIII

ROP1HindIII 5’-CCAAAGCTTTTGCGATCCATCATCCTGCTCTG-3’

Ø wykorzystywane przy amplifikacji DNA eksonu 2 genu mic1:

starter N-terminalny:
BglII

           MIC1ex2BglII 5’-GTGCCAGATCTAGCGTCGCATTCTCATTCG-3’

starter C-terminalny:
EcoRV

           MIC1ex2EcoRV 5’-CCCTGATATCGCCTTCTCGTAACACCTCCAC-3’

Ø wykorzystywane przy amplifikacji DNA eksonu 3 genu mic1:

starter N-terminalny:
EcoRV

           MIC1ex3EcoRV 5’-GTACCGATATCGGCCAGCTTGCTGTACTCGG-3’

starter C-terminalny:
ekson 4 ekson 3

           MIC1ex3ex4 5’- CTGTCGACGTCCCTCGTCGTCCTCCAGG-3’
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Ø wykorzystywane przy amplifikacji DNA eksonu 4 genu mic1:

starter N-terminalny:
ekson 3                     ekson 4

           MIC1ex4 5’- CCTGGAGGACGACGAGGGACGTCGACAG-3’

starter C-terminalny:
HindIII

           MIC1ex4HindIII 5’-GGGCACAAGCTTAGCAGAGACGGCCGTAGG-3’

Ø wykorzystywane przy amplifikacji DNA fragmentu genu mic3:

starter N-terminalny:
BglII

MIC3BglII 5’-CTGTCAGATCTATCCCCCAGCAAGCAGGAGAC-3’

starter C-terminalny:
HindIII

MIC3HindIII 5’-CCGGCCAAGCTTCTGCTTAATTTTCTCACACG-3’

Ø wykorzystywane przy amplifikacji DNA fragmentu genu mag1:

starter N-terminalny:
BglII

MAG1BglII 5’-GAAGTAGATCTGAGCCAAAGGGTGCCAGAGCTACC-3’

starter C-terminalny:
HindIII

MAG1HindIII  5’-CACCCCAAGCTTACCAGATCCCTGAACCCTTAG-3’

Ø wykorzystywane przy amplifikacji DNA eksonu 1 genu bag1:

starter N-terminalny:
EcoRI BglII

           BAG1BglII 5’-CAGGAATTCGGAGATCTCATGGCGCCGTCAGCATCG
                             CATCCG-3’

starter C-terminalny:
ekson 2

           BAG1ex1ex2 5’-GGGGGGAGGGTAGTACGCCAGAGCAAACGGGCTT
                                      ACTTCATCCAAATAGTCTAGCTGTTGAGAGGCGAC
                                      CGGTCGAACATTTTTG-3’

Ø wykorzystywane przy amplifikacji DNA eksonu 3 genu bag1:

starter N-terminalny:

           BAG1ex3I 5’-TTTTGGGGTGGAGTCGGTCTTAATCCCATCGACG-3’
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starter C-terminalny:
ekson 4

           BAG1ex3II 5’-CTTTCGAGGTCTTCTCTCCTTTGATAACGATGGCTC
                                  CG-3’

Ø wykorzystywane przy amplifikacji DNA eksonu 4 genu bag1:

starter N-terminalny:
ekson 3

           BAG1ex4I 5’-GGAGCCATCGTTATCAAAGGAGAGAAGACCTCG-3’

starter C-terminalny:
HindIII

           BAG1HindIII 5’-CCGCTGAAGCTTCTTCACGCTGATTTGTTGCTTTG-3’

4.7. Markery wielko ci

• Markery wielko ci DNA:

Ø marker wielko ci M1 (DNA Gda sk II s.c.): 110, 111, 147, 190, 242,

331, 404, 489, 501 pz

Ø marker Ideal (DNA Gda sk II s.c.): 700, 900, 1241, 1827, 2555, 3653,

5982, 9276 pz

Ø marker wielko ci GeneRuler™ DNA, Mix (Fermentas, SM 331): 100,

200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1031, 1200, 1500, 2000,

2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 pz

Ø marker wielko ci GeneRuler™ 1kp DNA (Fermentas, SM 0313): 250,

500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000,

10000 pz

Ø marker wielko ci GeneRuler™ 100 bp DNA (Fermentas, SM 0243):

80, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1031 pz

Ø marker wielko ci GeneRuler™ 100 bp DNA, Plus (Fermentas, SM

0321): 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1001, 1200,

1500, 2000, 3000 pz

• Markery bia kowe:

Ø marker bia kowy firmy Sigma (M-4038): 6,5; 14,2; 20,1; 24; 29; 36;

45; 55; 66; 84; 97,4; 116; 205 kDa



75

Ø marker bia kowy firmy Fermentas (SM 0671): 10; 16; 24; 35; 48; 54;

73; 100; 130; 180 kDa

Ø marker bia kowy firmy Fermentas (SM 0431): 14,4; 18,4; 25; 35; 45;

66,2; 116 kDa

4.8. Roztwory i bufory do elektroforezy agarozowej

• Bufor do elektroforezy agarozowej:

§ bufor 1 x TAE

§ sk ad buforu podstawowego 50 x TAE: 242 g Tris; 100 ml 0,5 M

EDTA; 57 ml kwas octowy; woda destylowana do 1000 ml

• Barwnik obci aj cy: 0,25% b kit bromofenolowy; 40% sacharoza

• Roztwór podstawowy bromku etydyny (Sigma): 5 mg/ml

4.9. Roztwory i bufory do elektroforezy poliakrylamidowej

• el poliakrylamidowy do rozdzia u bia ek w warunkach denaturuj cych

(SDS-PAGE):

§ 30% roztwór akrylamidów (29% akrylamidu, 1% N,N-metyleno-

bisakrylamidu)

§ 10% SDS (Sigma)

§ 1,5 M Tris-HCl (pH=8,8) (Sigma)

§ 1 M Tris-HCl (pH=6,8) (Sigma)

§ 10% nadsiarczan amonu (Sigma)

§ TEMED (Sigma)

• Barwnik do nanoszenia próbek na el: 0,25% b kit bromofenolowy; 10%

glicerol; 10% SDS; 1 M β-merkaptoetanol; 1 M Tris-HCl (pH=6,8)

• Roztwór barwi cy do eli poliakrylamidowych: 50% metanol; 10% kwas

octowy; 0,05% Coomasie Brilant Blue R-250 (Sigma)

• Roztwór odbarwiaj cy do eli poliakrylamidowych: 40% metanol; 7%

kwas octowy

• Bufor do przeprowadzenia elektroforezy poliakrylamidowej:

§ 1 x Tris-glicyna (pH=8,3)

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

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



76

4.10. Inne bufory i roztwory

• Bufor TE (pH=8,0): 10 mM Tris; 1 mM EDTA

• Roztwór do indukcji: 1 M IPTG, (Sigma)

• 100 mM roztwór CaCl2 (Fluka)

• Bufor PBS (pH=7,5): 80 mM Na2HPO4; 20 mM NaH2PO4; 100 mM NaCl

• Odczynnik Bradford: 85% kwas ortofosforowy – 100 ml; 95% alkohol

etylowy – 50 ml; Coomassie Brilliant Blue G 250 – 100 mg; woda

destylowana do 1000 ml

4.11. Bufory stosowane do oczyszczania bia ek metod  chromatografii
metalopowinowactwa i do regeneracji z a

• Bufor podstawowy A (pH=7,9): 5 mM imidazol; 20 mM Tris; 0,5 M NaCl;

0,1% TritonX-100

• Bufor p ucz cy MA (pH=7,9): bufor A zawieraj cy 5 M mocznik

• Bufor p ucz cy MB (pH=7,9): bufor MA zwieraj cy 0,05 M imidazol

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

• Bufor do regeneracji kolumny (His•bind® Resin, Novagen) (pH=8,0):

0,05 M EDTA; 1% SDS

4.12. Bufory i odczynniki do techniki Western blotting

• Przeciwcia a:

§ anty-polihistydynowe, monoklonalne, wyznakowane peroksydaz

chrzanow  (Sigma)

§ skierowane na domen  S-Tag (Novagen), bia ko S wyznakowane

fosfataz  alkaliczn

§ anty-ludzkie IgG, wyznakowane peroksydaz  chrzanow  (Sigma)

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

• Bufor blokuj cy: bufor TBST (pH=7,5) zawieraj cy 5% odt uszczone

mleko w proszku

• Bufor do elektrotransferu bia ek z elu poliakrylamidowego na b on

nitrocelulozow : 12,5 mM Tris; 96 mM glicyna; 10% metanol

• B ona nitrocelulozowa – wielko  porów 0,45 m; (Sigma)

• Bibu a Whatman 3 MM (Sigma)
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• Odczynnik do detekcji:

§ DAB (3,3’diaminobenzydyna, Sigma)

Przygotowanie: 6 mg DAB + 10 ml 0,05 M buforu Tris-HCl

(pH=7,6)

§ 60 l NBT (b kitu nitrotetrazolowego) + 60 l BCIP (5-bromo-4-

chloro-3-indolilofosforanu) w 15 ml buforu 1XAP (Novagen)

• 30% roztwór H2O2 - dodawano 0,1 ml H2O2 na 9 ml roztworu odczynnika

do detekcji DAB w 0,05 M buforze Tris-HCl (pH 7,6)

• 0,3% roztwór NiCl2. Dodawano 1 ml NiCl2 na 9 ml roztworu odczynnika

do detekcji DAB w 0,05 M buforze Tris-HCl (pH 7,6).

4.13. Bufory i odczynniki do testu ELISA

• Bufor op aszczaj cy (pH=9,6): 50 mM bufor w glanowy

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

• Bufor blokuj cy (pH=7,2): 0,5 M NaCl; 3 mM KCl; 1 mM KH2PO4×2H2O;

1%TritonX-100; 1% BSA; 0,001% czerwie  fenolowa

• Bufor substratowy i substrat reakcji barwnej: Fast o-phenylenediamine

dihydrochloride (Sigma)

      Przygotowanie: na 20 ml wody - 1 tabletka buforu + 1 tabletka substratu

• Roztwór stopuj cy reakcj  barwn : 1N H2SO4

• Przeciwcia a: anty-ludzkie IgG, wyznakowane peroksydaz  chrzanow

(Sigma)

• Poliwalentny antygen natywny (TLA) w st eniu 1 g/ml

• Frakcja elucyjna otrzymana podczas oczyszczania lizatu komórek

szczepu E. coli szczepu BL21(DE3)pLysS/pUET1 metod  chromatografii

metalopowinowactwa

• Mikrop ytki do testu ELISA (NUNC – ImmunoTMPlates, Surface –

MaxiSorp)

4.14. Bufory i odczynniki do testu immunochromatograficznego

• Przeciwcia a:

§ kozie anty-ludzkie IgG ( cuch ), wyznakowane z otem (Sigma)

§ królicze anty-kozie IgG (Jackson ImmunoResearch)
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• B ona nitrocelulozowa – HiFlow Plus typ HF240, czas migracji badanej

próbki 240 ± 60 sekund / 4 cm (Millipore)

• B ona celulozowa – 0,83 mm (ang. cellulose fiber sample pads)

(Millipore)

• B ona z w ókna szklanego – 0,41 mm (ang. glass fiber conjugate pads)

(Millipore)

4.15. Aparatura

• Aparat do elektroforezy agarozowej Delfin (DNA Gda sk II s.c.)

• Aparat do elektroforezy poliakrylamidowej (DNA Gda sk II s.c.)

• Aparat do techniki Western Blotting (Fermentas)

• Autoklaw (Systec lub/i PrestigeMedical)

• Wielofunkcyjny czytnik mikrop ytek VICTOR 3V (Perkin Elmer)

• Dezintegrator ultrad wi kowy Soniprep 150 MSE (SANYO)

• Kuchenka mikrofalowa

• Mieszad o magnetyczne (ATM)

• Mikrowirówka Sigma (typ MPW-210)

• pH-metr (Amersham)

• Spektrofotometr SPEKTRO 23 (LabMed)

• Termoblok (DNA Gda sk II s.c.)

• Termocykler (Perkin Elmer 2400)

• Transiluminator UV (Sigma)

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

• Waga laboratoryjna

• Wirówka High Speed Bruchless Centrifuge MPW – 350R

• Wirówka Sigma 1-15, nr 66315 (SIGMA)

• Wytrz sarka (DNA Gda sk II s.c.)

• Zasilacz stabilizowany pr du sta ego (DNA Gda sk II s.c.)
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5. Metody
5.1. Hodowle bakteryjne

5.1.1. Hodowle w po ywkach

Hodowle bakterii E. coli prowadzono w po ywkach LB lub 2YT [Materia y

4.3], z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku lub kilku antybiotyków (ampicyliny

do st enia 100 g/ml; chloramfenikolu do st enia 34 g/ml; tetracykliny do

st enia 12,5 g/ml). Hodowle inkubowano w wytrz sarce powietrznej, przez

noc (12-24 godzin), w odpowiedniej temperaturze (37°C, 30°C lub 20°C).

Zaszczepiano ez  lub przez dodatek hodowli p ynnej.

5.1.2. Hodowle w pod ach

Hodowle bakterii E. coli prowadzono na pod u sta ym LA [Materia y

4.3], wylanym na p ytki Petriego, w cieplarce, w temperaturze 37°C. W

niektórych przypadkach po rozpuszczeniu pod a, a nast pnie jego ostudzeniu

do temperatury 50°C dodawano jednego lub kilku antybiotyków (ampicyliny do

st enia 100 g/ml obj to ci pod a, chloramfenikolu do st enia 34 g/ml

obj to ci pod a, tetracykliny do st enia 12,5 g/ml obj to ci pod a), je li

by o to wskazane. P ytki przechowywano w lodówce.

5.2. Amplifikacja DNA genów lub ich fragmentów koduj cych
poszczególne bia ka antygenowe T. gondii

We wszystkich przeprowadzonych standardowych reakcjach PCR

wykorzystano:

• polimeraz  DNA Pwo lub polimeraz  DNA WALK [Materia y 4.5];

• bufor do reakcji (10x st ony) dla odpowiedniej polimerazy

[Materia y 4.6];

• trifosforany deoksynukleozydów (dNTP) [Materia y 4.6];

• roztwór 15 mM MgCl2 [Materia y 4.6];

• odpowiednie startery.

Zastosowany profil temperaturowo-czasowy we wszystkich

przeprowadzonych reakcjach PCR by  podobny. Ró ni  si  temperatur

przy czania starterów do miejsca komplementarnego matrycy oraz czasem

wyd ania startera, który by  uzale niony do d ugo ci amplifikowanego



80

produktu. Przyk adowy profil temperaturowo-czasowy przedstawiono w tabeli

poni ej (kolorem niebieskim oznaczono temperatur  i czas, które zmieniano w

zale no ci od amplifikowanego produktu):

Temperatura
[oC]

Czas
[sekundy]

Liczba cykli

94 300

94 60

55 60

72 60

7

94 30

66 30

72 30

35

72 420

Sch odzenie do 4oC.

Temperatury przy czania starterów i czasy wyd ania dla

poszczególnych amplifikowanych genów lub ich fragmentów zebrano w

poni szej tabeli:

Rodzina
antygenów

Nazwa genu /
fragmentu

genu

Temperatura
przy czania
starterów [°C]

Czas
wyd ania

startera
[sekundy]

Wprowadzone miejsce
rozpoznania dla

enzymów
restrykcyjnych

sag4 68 30 BglII i HindIIIAntygeny
powierzchniowe bsr4 66 45 BglII i HindIII

gra2ex1 62 30 BglII
gra2ex2 62 30 HindIII

gra2ex1ex2 62 45 BglII i HindIII
gra4 64 30 BglII i HindIII
gra5 66 30 BglII i HindIII

gra9ex1 65 30 BglII
gra9ex2 65 30 HindIII

Antygeny granul
o du ej g sto ci

gra9ex1ex2 62 45 BglII i HindIII
mic1ex2 62 45 BglII i EcoRV
mic1ex3 64 30 EcoRV
mic1ex4 64 45 HindIII

mic1ex3ex4 64 45 EcoRV i HindIII
Antygeny
mikronem

mic3 62 60 BglII i HindIII
Antygen roptrii rop1 60 60 BglII i HindIII

bag1ex1ex2 66 30 BglII
bag1ex3 66 30 -
bag1ex4 66 30 HindIII

bag1ex3ex4 64 45 BglII i HindIII
Inne antygeny

mag1 64 35 BglII i HindIII
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5.2.1. Antygeny powierzchniowe

• Amplifikacja DNA fragmentu genu sag4 - sk ad mieszaniny reakcyjnej:

Sk adniki Obj to  [ l]
Matryca DNA T. gondii szczepu RH 1
Redestylowana woda ja owa 31,5
Bufor dla polimerazy DNA Pwo (10x st ony) 5
dNTP 5
Starter 1 - SAG4BglII 2
Starter 2 - SAG4HindIII 2
MgCl2 2,5
Polimeraza DNA Pwo 1
Obj to  ca kowita mieszaniny reakcyjnej – 50 l.

• Amplifikacja DNA fragmentu genu bsr4 - sk ad mieszaniny reakcyjnej:

Sk adniki Obj to  [ l]
Matryca DNA T. gondii szczepu RH 1
Redestylowana woda ja owa 34
Bufor dla polimerazy DNA WALK (10x st ony) 5
dNTP 5
Starter 1 - BSR4BglII 2
Starter 2 - BSR4HindIII 2
Polimeraza DNA WALK 1
Obj to  ca kowita mieszaniny reakcyjnej – 50 l.

5.2.2. Antygeny granul o du ej g sto ci

• Amplifikacja DNA genu gra2:

§ amplifikacja DNA eksonu 1 genu gra2 (reakcja PCR1) - sk ad

mieszaniny reakcyjnej taki sam jak w przypadku amplifikacji

fragmentu genu sag4 (z wyj tkiem zastosowanych starterów:

GRA2ex1BglII i GRA2ex1ex2);

§ amplifikacja DNA eksonu 2 genu gra2 (reakcja PCR2) - sk ad

mieszaniny reakcyjnej taki sam jak w przypadku amplifikacji

fragmentu genu sag4 (z wyj tkiem zastosowanych starterów:

GRA2ex2 i GRA2ex2HindIII);

§ amplifikacja DNA gra2 (ekson 1 + ekson 2 / reakcja PCR3),

zosta a przeprowadzono dwuetapowo:

1) otrzymanie matrycy do reakcji PCR – tzw. wyd anie wst pne

zastosowany profil temperaturowo-czasowy
Temperatura [oC] Czas [sekundy] Liczba cykli

94 300
64 40
72 300

1
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sk ad mieszaniny reakcyjnej

Obj to  ca kowita mieszaniny reakcyjnej – 50 µl.

                 2) reakcja PCR3 (po czenie eksonu 1 i eksonu 2 genu gra2)

zastosowany profil temperaturowo-czasowy
Temperatura [oC] Czas [sekundy] Liczba cykli

94 300
94 30
62 30
72 45

35

72 420
Sch odzenie do 4oC.

sk ad mieszaniny reakcyjnej
Sk adniki Obj to  [ l]

Matryca DNA uzyskana w wyniku wyd ania
wst pnego

1

Redestylowana woda ja owa 31,5
Bufor dla polimerazy DNA Pwo (10x st ony) 5
dNTP 5
Starter 1 - GRA2ex1BglII 2
Starter 2 - GRA2HindIII 2
MgCl2 2,5
Polimeraza DNA Pwo 1

Obj to  ca kowita mieszaniny reakcyjnej – 50 µl.

• Amplifikacja DNA fragmentu genu gra4 i gra5 - sk ad mieszanin reakcyjnych

taki sam jak przypadku amplifikacji fragmentu genu sag4 (z wyj tkiem par

zastosowanych starterów: GRA4BglII i GRA4HindIII oraz GRA5BglII i

GRA5HindIII).

• Amplifikacja DNA genu gra9:

§ amplifikacja DNA eksonu 1 (reakcja PCR1) oraz DNA eksonu 2

(reakcja PCR2) genu gra9 – sk ad mieszanin reakcyjnych by  taki

sam jak w przypadku amplifikacji fragmentu genu sag4 (z

wyj tkiem par zastosowanych starterów: GRA9BglII i GRA9exI

oraz GRA9ex2 i GRA9HindIII);

Sk adniki Obj to  [ l]
Produkt PCR 1 1
Produkt PCR 2 1
Bufor dla polimerazy DNA Pwo (10x st ony) 5
dNTP 5
MgCl2 2,5
Redestylowana woda ja owa 34,5
Polimeraza DNA Pwo 1
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§ amplifikacja DNA gra9 (po czenie eksonów 1 i 2 - reakcja PCR3)

zosta a wykonana dwuetapowo w analogiczny sposób jak

po czenie eksonu 1 i 2 genu gra2 (z wyj tkiem zastosowanych

starterów: GRA9BglII i GRA9HindIII).

5.2.3. Antygen roptrii

• Amplifikacja DNA fragmentu genu rop1 - sk ad mieszaniny reakcyjnej by

taki sam jak w przypadku amplifikacji fragmentu genu sag4 (z wyj tkiem

zastosowanych starterów: ROP1BglII i ROP1HindIII).

5.2.4. Antygeny mikronem

• Amplifikacja DNA genu mic1

§ amplifikacja DNA eksonu 2 (reakcja PCR1), DNA eksonu 3

(reakcja PCR2), DNA eksonu 4 (reakcja PCR3) genu mic1 -

sk ady mieszanin reakcyjnych takie same jak w przypadku

amplifikacji genu bsr4 (z wyj tkiem zastosowanych par starterów:

MIC1ex2BglII i MIC1ex2EcoRV, MIC1ex3EcoRV i MIC1ex3ex4

oraz MIC1ex4 i MIC1ex4HindIII);

§ amplifikacja DNA fragmentu genu mic1 (po czenie eksonu 3 i 4 -

reakcja PCR4) zosta a wykonana dwuetapowo w analogiczny

sposób jak po czenie eksonu 1 i 2 genu gra2 (z wyj tkiem

zastosowanych starterów: MIC1ex3EcoRV i MIC1ex4HindIII).

• Amplifikacja DNA genu mic3 - sk ad mieszaniny reakcyjnej taki sam jak

przypadku amplifikacji fragmentu genu sag4 (z wyj tkiem zastosowanych

starterów: MIC3BglII i MIC3HindIII).

5.2.5. Inne antygeny

• Amplifikacja DNA genu mag1 - sk ad mieszaniny reakcyjnej taki sam jak

przypadku amplifikacji fragmentu genu sag4 (z wyj tkiem zastosowanych

starterów: MAG1BglII i MAG1HindIII).

• Amplifikacja DNA genu bag1:

§ amplifikacja DNA eksonu 1 i 2 (reakcja PCR1), eksonu 3 (reakcja

PCR2) oraz eksonu 4 (reakcja PCR3) genu bag1 - sk ad
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mieszanin reakcyjnych taki sam jak przypadku amplifikacji

fragmentu genu sag4 (z wyj tkiem zastosowanych par starterów:

BAG1BglII i BAG1ex1ex2, BAG1ex3I i BAG1ex3II, BAG1ex4I i

BAG1HindIII);

§ amplifikacja DNA fragmetnu genu bag1 (po czenie eksonów 3 i 4

- reakcja PCR4) zosta a przeprowadzona dwuetapowo

(zastosowane profile temperaturowo czasowe by y analogiczne

jak w przypadku czenia eksonu 1 i 2 genu gra2, natomiast ró ne

by y sk ady mieszanin reakcyjnych):

1) otrzymanie matrycy do reakcji PCR – tzw. wyd anie wst pne

sk ad mieszaniny reakcyjnej
Sk adniki Obj to  [ l]

Produkt PCR 2 (DNA – ekson 3 bag1) 7
Produkt PCR 3 (DNA – eskon 4 bag1) 7
Bufor dla polimerazy DNA WALK (10x st ony) 5
dNTP 5
Redestylowana woda ja owa 25
Polimeraza DNA WALK 1

Obj to  ca kowita mieszaniny reakcyjnej – 50 l.

                 2) reakcja PCR4 (po czenie eksonu 3 i eksonu 4 genu bag1)

sk ad mieszaniny reakcyjnej
Sk adniki Obj to  [ l]

Matryca DNA uzyskana w wyniku wyd ania
wst pnego

2

Redestylowana woda ja owa 33
Bufor dla polimerazy DNA WALK (10x st ony) 5
dNTP 5
Starter 1 - BAG1ex3I 2
Starter 2 - BAG1HindIII 2
Polimeraza DNA WALK 1

Obj to  ca kowita mieszaniny reakcyjnej – 50 l.

5.3. Techniki wykorzystywane przy klonowaniu fragmentów DNA
5.3.1. Izolacja DNA plazmidowego wysokiej czysto ci

DNA z 1,5 – 3 ml hodowli bakteryjnej izolowano z u yciem zestawu

„Plasmid Miniprep Plus” firmy A&A  Biotechnology (Polska).

5.3.2. Oczyszczanie DNA po reakcji trawienia enzymami restrykcyjnymi

DNA po reakcjach enzymatycznych oczyszczano z u yciem zestawu

„Clean Up” firmy A&A Biotechnology (Polska).
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5.3.3. Izolacja fragmentu DNA z elu agarozowego

Fragmenty restrykcyjne rozdzielano w elu agarozowym (1-1,5%) w

buforze 1 x TAE [Materia y 4.8]. Wycinano z elu bloczek agarozowy

zawieraj cy odpowiedni fragment DNA. Izolacj  fragmentów DNA z elu

agarozowego przeprowadzano z u yciem zestawu „DNA Gel Out” firmy A&A

Biotechnology (Polska).

5.3.4. Reakcja trawienia DNA (insertów i wektorów do klonowania)
enzymami restrykcyjnymi

Reakcj  trawienia DNA enzymami restrykcyjnymi prowadzono w

odpowiednim buforze do trawienia dla danego enzymu restrykcyjnego, w

temperaturze 37°C (w cieplarce lub w termobloku), przez 1 do 1,5 godziny.

Obj to  ko cowa mieszaniny reakcyjnej wynosi a od 20 do 50 l. Wyniki

reakcji trawienia obserwowano po przeprowadzeniu rozdzia u

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

5.3.5. Reakcja ligacji DNA wektora z insertem

Reakcj  ligacji prowadzono przez dodanie do mieszaniny reakcyjnej:

DNA wektora i insertu, buforu dla ligazy DNA, roztworu ATP oraz ligazy DNA

faga T4 [Materia y 4.5]. Tak przygotowan  mieszanin  reakcyjn  inkubowano

przez 2 do 3 godzin w temperaturze 18°C.

Sk ad poszczególnych mieszanin ligacyjnych, ich obj to  ko cowa (25-

50 l) uzale niona by a od st enia ligowanych fragmentów DNA (wektorów i

insertów).

5.4. Sekwencjonowanie DNA plazmidowego

DNA plazmidowe sekwencjonowano w firmie AGOWA GmbH (Berlin,

Niemcy).

5.5. Transformacja komórek E. coli plazmidowym DNA

Komórki kompetentne E. coli okre lonego szczepu i transformacj

komórek kompetentnych DNA plazmidowym wykonywano wed ug standardowej

procedury [Sambrook i wsp., 1989].
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5.6. Techniki elektroforetyczne

5.6.1. Elektroforeza w elu agarozowym

Elektoforez  agarozow  prowadzono w 1; 1,5, 1,7% lub 2% elu

agarozowym (w zale no ci od wielko ci rozdzielanych cz steczek DNA)

[Sambrook i wsp., 1989].

5.6.2. Elektroforeza bia ek w elu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE)

Elektroforez  w elu poliakrylamidowym prowadzono wed ug metody

Laemmli w 5% elu zag szczaj cym i 12% elu rozdzielaj cym, w buforze 1 x

Tris-glicyna, przy napi ciu pr du 80 V ( el zag szczaj cy) i 120 V ( el

rozdzielaj cy) [Laemmli, 1970]. Rozdzia  ko czono w momencie, kiedy barwnik

dosi ga  ko ca elu. el zabarwiano roztworem barwi cym zawieraj cym

Coomassie Brilliant Blue [Materia y 4.9], a nast pnie odbarwiano roztworem

odbarwiaj cym [Materia y 4.9] przez 2 godziny.

Przygotowanie lizatów bakteryjnych do elektroforetycznej analizy bia ek

Lizaty komórkowe do analizy elektroforetycznej przygotowywano przez

zawieszenie osadu komórek z 1 ml hodowli bakteryjnej w 0,4 ml buforu TE

[Materia y 4.10]. Nast pnie 10 l tak przygotowanej próbki mieszano z 5 l

barwnika do nanoszenia próbek na el [Materia y 4.9], próbk  worteksowano i

inkubowano w temperaturze 98°C, przez 10 min. Po zako czeniu inkubacji

lizaty wirowano (2 min, 6000 x g) i nanoszono na el.

5.7. Ekspresja genów koduj cych poszczególne bia ka rekombinantowe T.
gondii w uk adzie Tabora-Studiera

Komórki poszczególnych szczepów E. coli zawieraj ce odpowiednie

plazmidy rekombinantowe zaszczepiano w 20 ml po ywki LB zawieraj cej

antybiotyki: ampicylin  i chloramfenikol. Hodowl  inkubowano przez noc w

wytrz sarce w odpowiedniej temperaturze (37°C, 30°C lub 20°C). Nast pnie 20

ml hodowli przenoszono do 1000 ml wie ej po ywki LB, zawieraj cej takie

same antybiotyki. Gdy hodowla osi gn a odpowiedni  g sto  optyczn

(OD600), indukowano ekspresj  genu przez dodatek roztworu IPTG [Materia y

4.10] do ko cowego st enia 1 mM. Nast pnie hodowl  inkubowano w
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odpowiedniej temperaturze z wytrz saniem przez odpowiedni okres czasu (od 4

do 18 godzin w zale no ci od produkowanego bia ka).

Podczas inkubacji pobierano próbki hodowli o obj to ci 1 ml

bezpo rednio przed indukcj  oraz w kolejnych godzinach prowadzenia hodowli

bakteryjnej a  do momentu jej zako czenia, po czym ca  hodowl  wirowano

4000 x g przez 10 min. Uzyskany osad zamra ano do dalszych bada .

Przeprowadzano rozdzia  elelktroforetyczny uzyskanych próbek

ca kowitych lizatów bakteryjnych, w celu stwierdzenia obecno ci i oszacowania

ilo ci wyprodukowanych bia ek rekombinantowych.

5.8. Oczyszczanie bia ek rekombinantowych metod  chromatografii
metalopowinowactwa

Bia ka rekombinantowe oczyszczano z u yciem metody chromatografii

metalopowinowactwa na kolumnie (10 ml obj to ci martwej) wype nionej

em Ni2+-IDA (His•Bind® Resin, Novagen). Przed u yciem z e

regenerowano przemywaj c buforem do regeneracji (3-5 obj to ci z a)

[Materia y 4.11], a nast pnie p ukano wod  (10-20 obj to ci z a) i nanoszono

roztwór NiCl2 (3-5 obj to ci z a), po czym p ukano buforem A o pH=7,9 (5-10

obj to ci z a) [Materia y 4.11].

Procedura oczyszczania bia ek rekombinantowych:

Osad komórek E. coli nadprodukuj cych odpowiednie bia ka fuzyjne z

1000 ml hodowli zawieszano w ok. 80 ml buforu MA o pH=7,9 [Materia y 4.11].

Nast pnie przeprowadzano sonifikacj  w celu dezintegracji komórek (3 x 1 min,

przy mocy 50 W, w temperaturze 4°C), po czym lizat wirowano 9000 x g przez

20 min. Uzyskany supernatant nanoszono na kolumn , po czym z e p ukano

buforem MA (ok. 15 obj to ci z a), buforem MB (ok. 20 obj to ci z a), a

nast pnie eluowano odpowiednie bia ka rekombinantowe trzema – sze cioma 5

ml porcjami buforu C o pH=7,9 [Materia y 4.11].

5.9. Dializa

Dializ  prowadzono wobec buforu PBS [Materia y 4.10], przy delikatnym

mieszaniu za pomoc  mieszade ka magnetycznego, przez 24 godziny w

temperaturze 4°C. Proces prowadzono trzykrotnie, u ywaj c po 2 litry buforu.
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5.10. Oznaczanie st enia bia ka

Do 0,1 ml preparatu dodawano 1 ml odczynnika Bradforda [Materia y

4.10], inkubowano 15 min, a nast pnie mierzono absorbcj  przy d ugo ci fali

595 nm. St enie wyznaczano wed ug krzywej wzorcowej sporz dzonej dla

roztworów BSA w zakresie 5 - 500 g/ml.

5.11. Testy immunologiczne
5.11.1. Test Western blotting

• Przeprowadzono elektroforez  bia ek w 12% elu poliakrylamidowym w

warunkach denaturuj cych (SDS-PAGE), a nast pnie wykonano

elektrotransfer bia ek z elu na b on  nitrocelulozow :

- na powierzchni aparatu (elektroda na adowana dodatnio)

umieszczano trzy, odpowiednio wyci te bibu y, namoczone w

buforze do transferu [Materia y 4.12];

- nast pnie k adziono przyci , namoczon  w buforze do transferu

on  nitrocelulozow , a na niej el przemyty kilkakrotnie tym

samym buforem (dok adnie usuni to powsta e p cherze powietrza

mi dzy b on  a elem);

- el przykrywano trzema nas czonymi bibu ami, nast pnie

zamykano aparat.

• Transfer prowadzono przy nat eniu pr du wynosz cym 0,8 mA na cm2

elu, przez 1 godzin .

• Po zako czonym transferze el umieszczano w buforze blokuj cym

[Materia y 4.12] i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 godzin , z

wytrz saniem.

• B on  p ukano trzykrotnie buforem TBST [Materia y 4.12], przez 5 min w

temperaturze pokojowej.

Kolejne etapy wykonywania testu Western blotting ró ni y si  w

zale no ci od zastosowanych przeciwcia . Wszystkie rozcie czenia przeciwcia

wykonywano w buforze TBST zawieraj cym 5% odt uszczone mleko [Materia y

4.12].

1. B on  inkubowano z przeciwcia ami anty-polihistydynowymi w

rozcie czeniu 1:2000, przez 1 godzin , w temperaturze pokojowej z
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wytrz saniem. Nast pnie p ukano 3 x 5 min buforem TBST [Materia y

4.12] i wywo ywano roztworem DAB [Materia y 4.12]. Pojawienie si

ciemnobr zowych pr ków na b onie nitrocelulozowej wiadczy o o

dodatnim wyniku reakcji immunoenzymatycznej.

2. B on  inkubowano z przeciwcia ami skierowanymi na domen  S-Tag

[Materia y 4.12] w rozcie czeniu 1:5000, przez 30 min w temperaturze

pokojowej z wytrz saniem. Nast pnie p ukano 4 x 2 min buforem TBST i

wywo ywano odczynnikiem do detekcji NBT/BCIP [Materia y 4.12], do

pojawienia fioletowych pr ków, wiadcz cych o dodatnim wyniku reakcji

immunoenzymatycznej.

3. B on  inkubowano z surowic  ludzk  w rozcie czeniu 1:100, przez 1

godzin , w temperaturze pokojowej z wytrz saniem. Nast pnie p ukano

3 x 5 min buforem TBST, po czym inkubawano z drugorz dowymi

przeciwcia ami anty-ludzkimi w rozcie czeniu 1:1000, przez 1 godzin  z

wytrz saniem. B on  p ukano 3 x 5 min buforem TBST i wywo ywano

roztworem DAB [Materia y 4.12], do pojawienia br zowych pr ków,

które wiadczy y o dodatnim wyniku reakcji immunoenzymatycznej.

5.11.2. Test ELISA

• Do studzienek na mikrop ytce do testu ELISA nanoszono: po 100 l

odpowiednio rozcie czonych rekombinantowych bia ek antygenowych T.

gondii lub mieszanki trzech antygenów; po 100 l poliwalentnego

antygenu natywnego (TLA) w st eniu 1 g/ml; po 100 l roztworu frakcji

elucyjnej otrzymanej podczas oczyszczania lizatu komórek szczepu E.

coli BL21(DE3)pLysS/pUET1 w rozcie czeniu 1:500 [Materia y 4.13].

Wszystkie rozcie czenia wykonywano w buforze op aszczaj cym

(w glanowym) [Materia y 4.13].

• Op aszczone p ytki inkubowano przez ca  noc w temperaturze 4°C.

• Po wykonanej inkubacji p ukano studzienki trzykrotnie po 2 min z

wykorzystaniem 200-300 l buforu p ucz cego na ka  ze studzienek

[Materia y 4.13].

• Dodawano do ka dej studzienki po 100 l buforu blokuj cego [Materia y

4.13] i inkubowano p ytk  przez 35 min w temperaturze pokojowej po
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czym wykonywano p ukanie 3 x 5 min buforem p ucz cym (200-300 l

buforu na jedn  studzienk ).

• Nanoszono po 100 l surowic rozcie czonych 1:100 w buforze

blokuj cym [Materia y 4.13].

• Inkubowano p ytk  w temperaturze 37°C przez 45 min.

• Wykonywano p ukanie studzienek 3 x 5 min buforem p ucz cym (200-

300 l na ka  studzienk ).

• Nanoszono do studzienek po 100 l roztworu przeciwcia  anty-ludzkich

[Materia y 4.13] rozcie czonych 1:4000 w buforze blokuj cym i

inkubowano w ciemni w temperaturze 37°C przez 40 min.

• Wykonywano p ukanie studzienek 3 x 5 min buforem p ucz cym (200-

300 l na ka  studzienk ).

• Do ka dej ze studzienek nanoszono po 100 l substratu [Materia y 4.13] i

inkubowano p ytk  w ciemni w temperaturze 37°C przez 40 min. W

studzienkach, w których zasz a reakcja antygen-przeciwcia o

obserwowano to-br zowe zabarwienie.

• Reakcj  hamowano poprzez dodawanie do studzienek po 100 l

roztworu stopuj cego reakcj  barwn  [Materia y 4.13].

• Mierzono absorbancj  przy d ugo ci fali 490 nm.

5.12. Programy komputerowe

• Analiz  restrykcyjn  oraz symulacj  klonowania wykonano przy

zastosowaniu programu Clone 3.1 (Scientific & Educational Software).

• Analiz  domen transmembranowych, sekwencji sygnalnych oraz

obliczenie punktów izoelektrycznych i teoretyczne oszacowanie mas

cz steczkowych wykonano przy pomocy programu Antheprot 5.0

(Institute of Biology and Chemistry of Proteins, Lyon).

• Analiz  determinant antygenowych wykonano przy zastosowaniu

programów dost pnych na stornie internetowej: www.expasy.org.

• Procentow  zawarto  bia ek uzyskan  podczas oczyszczania

oszacowano densytometrycznie z wykorzystaniem systemu Versa Doc

(program Quantity One).

http://www.expasy.org.
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6. Wyniki i dyskusja

6.1. Opis antygenów wybranych do produkcji

Otrzymanie nowych narz dzi diagnostycznych, które mog yby znale

zastosowanie w immunodiagnostyce toksoplazmozy, polega o w pierwszej

kolejno ci na wyborze (do biotechnologicznej produkcji) kilkunastu antygenów

spe niaj cych wa ne funkcje w cyklu rozwojowym T. gondii. W przypadku

inwazji paso yta organizm ywiciela odpowiada syntez  specyficznych

przeciwcia  anty-T. gondii skierowanych na ró ne bia ka antygenowe. Z tego

powodu, w poszukiwaniu antygenów o znaczeniu diagnostycznym, wa ne jest,

aby wytypowane bia ka by y dobrze eksponowane uk adowi immunologicznemu

gospodarza. Ponadto do produkcji nale o wybra  bia ka antygenowe

charakterystyczne dla ró nych form rozwojowych pierwotniaka (g ównie

tachyzoitów i bradyzoitów), które mia yby potencjalne znaczenie przy

konstrukcji testu ró nicuj cego fazy choroby.

Przed ona rozprawa doktorska jest cz ci  bada  prowadzonych w

Katedrze Mikrobiologii PG ju  od kilku lat. Otrzymana do tego czasu kolekcja

obejmowa a kilka rekombinantowych bia ek antygenowych T. gondii: antygenów

powierzchniowych (SAG1, SAG2 i P35), granul o du ej g sto ci (GRA1, GRA6 i

GRA7), ROP9 i dwóch enzymów (LDH1 i LDH2).

6.1.1. Antygeny powierzchniowe

Z tego wzgl du, i  w kolekcji Katedry Mikrobiologii PG dost pne by y ju

trzy bia ka powierzchniowe charakterystyczne dla formy rozwojowej tachyzoitu

(SAG1 i P35) oraz dwóch form paso yta (SAG2), do produkcji wybrano

antygeny typowe dla bradyzoitów (SAG4 i BSR4). SAG4 o masie

cz steczkowej 18 kDa jest zbudowany ze 172 reszt aminokwasowych i zawiera

27 aminokwasow  sekwencj  sygnaln  oraz dwie domeny transmembranowe

(obejmuj ce reszty aminokwasowe 10-19 i 151-161) (Rys. 17 A). Natomiast

bia ko BSR4 zbudowane jest z 385 reszt aminokwasowych. W sekwencji BSR4

wyst puj  dwie domeny transmembranowe: N – ko cowa (od 24 do 32 reszty

amniokwasowej) oraz C - ko cowa (od 357 do 360 reszty aminokwasowej)

(Rys. 17 B).
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6.1.2. Antygeny granul o du ej g sto ci

Rodzina antygenów granul o du ej g sto ci zawiera bia ka wydzielnicze,

okre lane mianem antygenów ESA (ang. excreted/secreted antigens), które

wykrywane s  we wszystkich stadiach rozwojowych T. gondii. Bia ka GRA

produkowane s  przez paso yta w bardzo du ej ilo ci i stanowi  oko o 90% puli

wszystkich antygenów, które wyst puj  w surowicy pacjenta w pocz tkowej

fazie choroby. Silne w ciwo ci immunogenne tej grupy antygenów wzbudzaj

nadziej  na ich wykorzystanie do produkcji szczepionek antygenowych oraz

testów diagnostycznych.

Katedra Mikrobiologii PG posiada a w swojej kolekcji trzy antygeny ESA

(GRA1, GRA6 oraz GRA7), które charakteryzowa y si  wysok  reaktywno ci  z

przeciwcia ami anty-T. gondii pochodz cymi z surowic pacjentów chorych na

toksoplazmoz . W oparciu o wyniki wcze niejszych bada  do produkcji

wybrano cztery kolejne antygeny granul o du ej g sto ci (GRA2, GRA4, GRA5

oraz GRA9). Bia ko GRA2 zbudowane jest ze 185 reszt aminokwasowych,

zawiera 23 aminokwasow  sekwencj  sygnaln  oraz domen

transmembranow  na N-ko cu. Pojedyncza domena transmembranowa

wyst puje tak e w sekwencji aminokwasowej bia ka GRA9 (318 reszt

(A)
1 MTKNKILLRA VLCFLILFGC SAWRVRAKSW TYDFKKALDD DETKKEIITP

 51 GDSVSIENSG SRPLEYIPPN PSQVLKVEKG DHCKDEPVEL AALFKGSAPT
101 PAWTEAQSTR SLTVPAGSVP EKETIPFCFK VKDTGKNKTL TAVIKVAGAH
151 GLSAAVGVSI GIPALAFVLI SM

(B)
  1 MVMMGSMQQR RGGLRSNARQ LLAVCMSGVV FFSSGQAVAD NLLEGLLHRT
 51 LQQQVEVTSR LTVAGSDAKC DFFTPATQDS PPVSGSLTLS KGRMTATFEC
101 SATQALSIST IPTNIEQNVC DPKKTTNGTV CQFGANGSAG TEVTLKDLLE
151 TDRIVNWKVN EQREESNKSQ KWSLELHNED LPLTDKAFVV GCQATSAARG
201 TESGKTAACK LTVNVEARAS SLAENNVVTC AYGKGSNPNP VEVEMSTEKN
251 TLTINCGSDG SLQPTTYAEE YCVADSKDVN RCSTTRFVEI FPKFLKSWWV
301 TETQKRTSAT LTIPQTDLPE ADQQFLVGCV PKKTAPEDPK KDKESGTETG
351 APTSCTVLVT VKAASSASHA SPTVQILAAA SSAAA

Rys. 17. Sekwencja aminokwasowa bia ka: (A) SAG4 i (B) BSR4 dzikiego typu.
Podkre lono sekwencj  sygnaln ; pogrubiono domeny transmembranowe; kolorem
czerwonym oznaczono najsilniejsze determinanty antygenowe.
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aminokwasowych), które nie zawiera sekwencji sygnalnej. Natomiast antygeny

GRA4 i GRA5 zbudowane odpowiednio z 345 i 120 reszt aminokwasowych,

zawieraj  domeny transmembranowe na obu ko cach. Ponadto dojrza e bia ka

powstaj  przez odci cie 20 aminokwasowej (antygen GRA4) i 25

aminokwasowej (antygen GRA5) sekwencji sygnalnej (Rys. 18).

Rys. 8. Sekwencja aminokwasowa bia ka GRA2 dzikiego typu. Kolorem
zielonym oznaczono sekwencj  sygnaln ; kolorem czerwonym najsilniejsze
determinanty antygenowe; podkre lono domen  transmembranow .

Rys. 18. Sekwencja aminokwasowa bia ka: (A) GRA2, (B) GRA4, (C) GRA5 i
(D) GRA9 dzikiego typu. Podkre lono sekwencje sygnalne; pogrubiono domeny
transmembranowe; kolorem czerwonym zaznaczono najsilniejsze determinanty
antygenowe. W przypadku bia ka GRA9 kolorem niebieskim oznaczono sekwencj
aminokwasow  kodowan  przez ekson 1 genu gra9.

(A)
1 MFAVKHCLLV VAVGALVNVS VRAAEFSGVV NQGPVDVPFS GKPLDERAVG

 51 GKGEHTPPLP DERQQEPEEP VSQRASRVAE QLFRKFLKFA ENVGHHSEKA
101 FKKAKVVAEK GFTAAKTHTV RGFKVAKEAA GRGMVTVGKK LANVESDRST
151 TTTQAPDSPN GLAETEVPVE PQQRAAHVPV PDFSQ

(B)
  1 MQGTWFSLFV VVMVSHLACG GECSFGSHLA DMAGLSGRHD KERHQAKKRY
 51 YHSMYGNQTP YPYANGQQAS PPPQGQLLII QNPDGSFMIV DQQGVPQVPQ
101 AAGGPGSPMN GGYYMPTGVY TAQVVPGTPG HPVQAIPQQP LRTQATATYY
151 HPAAVPPPGP SVFVFTPSSV QPGAEVTPGY SGLQLRQQSQ YGYSYPGTTS
201 TPTPPPPASY GYPVFPAFPR LPAFSDSVSV STEDSGLTGV KDSSSSESTV
251 TPADEAASES EEGDKTSRKS KVKKGILTGL GVAATLAAAA AAAKAVKGFG
301 GTRTSTAPAE AGKTELDDGY RPPPFNPRPS PYAELLKDLE RMRKE

(C)
  1 MASVKRVVVA VMIVNVLALI FVGVAGSTRD VGSGGDDSEG ARGREQQQVQ
 51 QHEQNEDRSL FERGRAAVTG HPVRTAVGLA AAVVAVVSLL RLLKRRRRRA
101 IQEESKESAT AEEEEVAEEE

(D)
  1 MRSLKSIVVP LSAALVAAAE LDLFLGESGV YLFGKASESD VALKVPEDPV
51 PEEPRREPEK HVDLFGEDWK QFGGSGFGDF SKVEFENLFS QVHEMMRRLM

101 GRGADGFGPS LLGDSPGFHF PRLRALQPKT KLEKTGTCQY VVTWAPEVTA
151 ENVRVILHLQ RRQVEVQYRA ATRRDEKTEG GESHSMSKEQ SSQLMSVDPQ
201 CIMTREVVAQ KLAGWTDNTH TATAGTPKKL LISFPSPDHI KEMVKEGYLP
251 DNALERVLAG DFEGFSRTQM CLVSGRNRTE CAFAEGQEVE LEEKPLPSDS
301 SPVTSVELPR LSQEDRGL



94

6.1.3. Antygeny mikronem i roptrii

Bia ka MIC oraz ROP spe niaj  bardzo istotne funkcje podczas inwazji T.

gondii do wn trza komórki gospodarza. W wielu badaniach wykazano znaczn

immunogenno  antygenów nale cych do tych rodzin. Z tego wzgl du

zarówno bia ka mikronem jak i roptrii s  dobrymi kandydatami na szczepionk

przeciwko toksoplazmozie jak równie  mog  by  u yteczne w testach

diagnostycznych. Do produkcji wybrano dwa antygeny mikronem (MIC1 i MIC3)

oraz bia ko roptrii ROP1. MIC1 i MIC3 s  g ównymi elementami dwóch

kompleksów adhezyjnych paso yta. Gen mic1 zbudowany z czterech eksonów,

koduje bia ko antygenowe o wielko ci 457 reszt aminokwasowych, które

posiada 16 aminokwasow  sekwencj  sygnaln  na N-ko cu oraz dwie domeny

transmembranowe (Rys. 19 A). Dojrza e bia ko MIC3 (zbudowane z 359 reszt

aminokwasowych), powstaje po odci ciu przez enzymy proteolityczne 66

pocz tkowych reszt aminokwasowych (Rys. 19 B).

Rys. 19. Sekwencja aminokwasowa bia ka: (A) MIC1 i (B) MIC3 dzikiego typu.
Podkre lono sekwencje sygnalne; pogrubiono domen  trasmembranow ; kolorem
niebieskim zaznaczono 67 reszt  seryny – pocz tek dojrza ego bia ka. W przypadku
antygenu MIC1 ró nymi kolorami zaznaczono fragmenty kodowane przez cztery
eksony genu mic1.

(A)
 1 MGQALFLTVL LPVLFGVGPE AYGEASHSHS PASGRYIQQM LDQRCQEIAA
 51 ELCQSGLRKM CVPSSRIVAR NAVGITHQNT LQWRCFDTAS LLESNQENNG
101 VNCVDDCGHT IPCPGGVHRQ NSNHATRHEI LSKLVEEGVQ RFCSPYQASA
151 NKYCNDKFPG TIARRSKGFG NNVEVAWRCY EKASLLYSVY AECASNCGTT
201 WYCPGGRRGT STELDKRHYT EEEGIRQAIG SVDSPCSEVE VCLPKDENPP
251 LCLDESGQIS RTGGGPPSQP PEMQQPADRS DERGGGKEQS PGGEAQPDHP
301 TKGGNIDLPE KSTSPEKTPK TEIHGDSTKA TLEEGQQLTL TFISTKLDVA
351 VGSCHSLVAN FLDGFLKFQT GSNSAFDVVE VEEPAGPAVL TIGLGHKGRL
401 AVVLDYTRLN AALGSAAYVV EDSGCSSSEE VSFQGVGSGA TLVVTTLGES
451 PTAVSA

(B)
  1 MRGGTSALLH ALTFSGAVWM CTPAEALPIQ KSVQLGSFDK VVPSREVVSE
 51 SLAPSFAVTE THSSVQSPSK QETQLCAISS EGKPCRNRQL HTDNGYFIGA
101 SCPKSACCSK TMCGPGGCGE FCSSNWIFCS SSLIYHPDKS YGGDCSCEKQ
151 GHRCDKNAEC VENLDAGGGV HCKCKDGFVG TGLTCSEDPC SKRGNAKCGP
201 NGTCIVVDSV SYTCTCGDGE TLVNLPEGGQ GCKRTGCHAF RENCSPGRCI
251 DDASHENGYT CECPTGYSRE VTSKAEESCV EGVEVTLAEK CEKEFGISAS
301 SCKCDNGYSG SASATSHHGK GESGSEGSLS EKMNIVFKCP SGYHPRYHAH
351 TVTCEKIKQ
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Antygen ROP1 zbudowany jest z 396 reszt aminokwasowych. Zawiera

jedn  domen  transmembranow  na N-ko cu. Dojrza e bia ko ROP1 powstaje

po odci ciu reszt aminokwasowych z N-ko ca, mi dzy 83 a 84 reszt

aminokwasow  (tzw. pro-regionu) (Rys. 20).

Rys. 20. Sekwencja aminokwasowa bia ka ROP1 dzikiego typu. Pogrubiono
domen  transmembranow , kolorem niebieskim zaznaczono 84 reszt  alaniny
(pocz tek dojrza ego antygenu), kolorem czerwonym najsilniejsze determinanty
antygenowe.

6.1.4. Inne antygeny

BAG1 oraz MAG1 to antygeny produkowane g ównie w stadium

rozwojowym bradyzoitu. BAG1 jest bia kiem zbudowanym z 229 reszt

aminokwasowych. W sekwencji tego antygenu nie wyst puj  domeny

transmembranowe i sekwencje sygnalne (Rys. 21 A). Bia ko macierzy cyst

tkankowych zbudowane jest z 452 reszt aminokwasowych i zawiera na N-ko cu

25 aminokwasow  sekwencj  sygnaln  (Rys. 21 B). Cech  charakterystyczn

antygenu MAG1 jest wyst powanie w jego sekwencji aminokwasowej dwunastu

potencjalnych miejsc fosfoforylacji dla bia ek kinazy C i/lub kinazy kazeinowej 2

oraz dwóch miejsc mirystylacji w obr bie 48 i 53 reszty aminokwasowej.

Antygen MAG1 charakteryzuje si  ponadto wyst powaniem du ej ilo ci reszt

kwasu glutaminowego (powoduj cych obni enie adunku bia ka) oraz

posiadaniem licznych domen o konformacji -helis [Parmley i wsp., 1994].

  1 MEQRLPIILL VLSVFFSSTP SAALSSHNGV PAYPSYAQVS LSSNGEPRHR
 51 GIRGTFHMSV KPHANADDFA SDDNYEPLPS FVEAPVRGPD QVPARGEAAL
101 VTEETPAQQP AVALGSAEGE GTSTTESASE NSEDDDTFHD ALQELPEDGL
151 EVRPPNAQEL PPPNVQELPP PTEQELPPST EQELPPPVGE GQRLQVPGEH
201 GPQGPPYDDQ QLLLEPTEEQ QEGPQEPLPP PPPPTRGEQP EGQQPQGPVR
251 QNFFRRALGA ARSRFGGARR HVSGVFRRVR GGLNRIVGGV RSGFRRAREG
301 VVGGVRRLTS GASLGLRRVG EGLRRSFYRV RGAVSSGRRR AADGASNVRE
351 RFVAAGGRVR DAFGAGLTRL RRRGRTNGEE GRPLLGEGRE QDDGSQ
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Rys. 21. Sekwencja aminokwasowa antygenu: (A) BAG1 i (B) MAG1 dzikiego
typu. Podkre lono sekwencj  sygnaln , kolorem czerwonym oznaczono najsilniejsze
determinanty antygenowe; kolorem niebieskim fragment antygenu MAG1 kodowany
przez ekson 1 genu mag1.

6.2. Etapy produkcji rekombinantowych bia ek antygenowych

Do produkcji rekombinantowych bia ek antygenowych T. gondii wybrano

wydajny, bakteryjny system ekspresyjny oparty na genach i elementach

regulatorowych pochodz cych z bakteriofaga T7 E. coli (tzw. system Tabora-

Studiera). System nadprodukcji faga T7 z ony jest z genu polimerazy RNA T7

oraz wektora do nadekspresji genu, zawieraj cego promotor T7 (do fuzji

transkrypcyjnych) lub promotor i rejon RBS T7 (do fuzji translacyjnych). Jako

gospodarza tego procesu u ywa si  komórek E. coli okre lonego szczepu.

Etapy pracy badawczej w pierwszej kolejno ci dotyczy y otrzymania DNA

ekspresyjnych plazmidów rekombinantowych zawieraj cych geny lub fragmenty

genów koduj cych poszczególne bia ka antygenowe paso yta (z wykluczeniem

sekwencji sygnalnych i domen transmembranowych). Sekwencje sygnalne i

odcinki transmembranowe nie zawieraj  determinant antygenowych

(rozpoznawanych przez specyficzne przeciwcia a) i z tego powodu nie

uczestnicz  w reakcji antygen-przeciwcia o. Ponadto wp ywaj  negatywnie na

wydajn  ekspresj  genów koduj cych poszczególne bia ka zarówno w

(A)
1 MAPSASHPPG ACPPGCTKHP ATATAISPSG VCPMRAFHPA GPHSHFSCYD

 51 DLRNRLSHDK NVRPVASQQL DYLDEVSPFA LAYYPPPFWG GVGLNPIDDM
101 LFETALTANE MMEDITWRPR VDVEFDSKKK EMIILADLPG LQKDDVTIEV
151 DNGAIVIKGE KTSKEAEKVD DGKTKNILTE RVSGYFARRF QLPSNYKPDG
201 ISAAMDNGVL RVTIKVEDSG GAKQQISVK

(B)
  1 MDCCQCRRQL HAAGVLGLFV TLATATVGLS QRVPELPEVE PFDEVGTGAR
 51 RSGSIATLLP QDAVLYENSE DVAVPSDSAS TPSYFHVESP SASVEAATGA
101 VGEVVPDCEE QQEQGDTTLS DHDFHSGGTE QEGLPETEVA HQHETEEQYG
151 TEGMPPPVLP PAPVVHPRFI AVPGPSVPVP FFSLPDIHPD QVVYILRVQG
201 SGDFDISFEV GRAVKQLEAI KKAYREATGK LEADELESER GPAVSPRRRL
251 VDLIKDNQRR LRAALQKIKI QKKLEEIDDL LQLTRALKAM DARLRACQDM
301 APIEEALCHK TKAFGEMVSQ KAKEIREKAA SLSSLLGVDA VEKQLRRVEP
351 EHEDNTRVEA RVEELQKALE KAASEAKQLV GTAAGEIEEG VKADTQAVQD
401 SSKDVLTKSQ LALVEAFKAI QRALLEAKTK ELVEPTSKEA EEARQILAEQ
451 AA
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bakteryjnych jak i w dro owych systemach ekspresyjnych. Z tego wzgl du,

aby zapobiec problemom, które towarzysz  produkcji bia ek w E. coli,

przeprowadzono analiz  komputerow  sekwencji aminokwasowych wybranych

antygenów T. gondii w kierunku poszukiwania sekwencji sygnalnych i

transmembranowych lub korzystano z dost pnych danych literaturowych. W

oparciu o uzyskane wyniki do klonowania wybrano fragmenty genów, które nie

zawiera y tych sekwencji.

W pierwszym etapie pracy przeprowadzono amplifikacj  DNA

fragmentów genów na matrycy DNA T. gondii szczepu RH, z wykorzystaniem

odpowiednio zaprojektowanych starterów. Uzyskane DNA produktów PCR

klonowano do DNA wektora pUET1, z wykorzystaniem odpowiednich enzymów

restrykcyjnych. Wektor pUET1 [D browski i Kur, 1999] zosta  wybrany w

oparciu o do wiadczenia zespo u badawczego Katedry Mikrobiologii, które

zosta y zdobyte  podczas pracy nad poprzednio sklonowanymi antygenami T.

gondii [Hiszczy ska-Sawicka i wsp., 2003; Hiszczy ska-Sawicka i wsp., 2005].

Ekspresja z tego wektora by a wydajna i pozwala a na uzyskiwanie

miligramowych ilo ci oczyszczonego bia ka rekombinantowego z 1 litra hodowli

po zastosowaniu jednoetapowej procedury oczyszczania z wykorzystaniem

metody chromatografii metalopowinowactwa (Rys. 22). Produkty PCR zosta y

wklonowane w sposób umo liwiaj cy produkcj  bia ek fuzyjnych zawieraj cych

dwie domeny polihistydynowe (na N- i C-ko cu) pozwalaj ce na atwe

oczyszczanie technik  chromatografii metalopowinowactwa oraz domen  S-

Tag dla atwej detekcji wyprodukowanych antygenów rekombinantowych.
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Reakcja ligacja  DNA insertu i wektora

Reakcja trawienia  DNA insertu i wektora
odpowiednimi enzymami restrykcyjnym

PLAZMID REKOMBINANTOWY

szczep bakteryjny
E. coli

wektor ekspresyjny

PRODUKT REAKCJI PCR - INSERT

Reakcja amplifikacji DNA genu/fragmentu genu na
matrycy DNA T. gondii szczepu RH

Ekspresja genu koduj cego bia ko antygenowe

Oczyszczanie rekombinantowego bia ka
antygenowego

SZCZEP E. COLI NADPRODUKUJ CY
BIA KO ANTYGENOWE

WYSOCE OCZYSZCZONY PREPARAT
REKOMBINANTOWEGO BIA KA

ANTYGENOWEGO
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Rys. 22. Schematyczne przedstawienie etapów otrzymania rekombinantowego
bia ka antygenowego.
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6.3. Konstrukcja bakteryjnych systemów ekspresji rekombinantowych
bia ek T. gondii

6.3.1. Klonowanie DNA genów lub ich fragmentów do DNA wektora
ekspresyjnego pUET1

Etapy prowadz ce do uzyskania DNA plazmidu rekombinantowego

ró ni y si  w zale no ci od klonowanego fragmentu genu koduj cego

poszczególne bia ka antygenowe T. gondii. Proste klonowanie (obejmuj ce

uzyskanie produktu PCR, trawienie DNA insertu i wektora odpowiednimi

enzymami restrykcyjnymi oraz reakcj  ligacji) wykonywano w przypadku gdy

klonowano gen (lub jego fragment), który nie zawiera  intronów. Je eli

natomiast w sekwencji nukleotydowej genu wyst powa y introny, w klonowaniu

stosowano dodatkowy etap obejmuj cy po czenie poszczególnych eksonów,

które odbywa o si  z wykorzystaniem reakcji PCR i/lub odpowiednich enzymów

restrykcyjnych.

Dok adny opis poszczególnych etapów klonowania zostanie

przedstawiony na przyk adzie dwóch wybranych genów: 1) mic3, którego

sekwencja nukleotydowa nie zawiera intronów (klonowanie proste) oraz 2) bag1

zawieraj cego 3 introny (klonowanie z dodatkowymi etapami dotycz cymi

czenia eksonów w jeden fragment).

6.3.2. Klonowanie DNA fragmentu genu koduj cego bia ko MIC3 do DNA
wektora pUET1

6.3.2.1. Amplifikacja DNA fragmentu genu mic3

W wyniku przeprowadzonej reakcji PCR otrzymano produkt wielko ci

903 pz (Rys. 23 i 24), zawieraj cy fragment DNA genu koduj cego bia ko

antygenowe MIC3 T. gondii (z pomini ciem fragmentu koduj cego 66

pierwszych reszt aminokwasowych). Dzi ki zastosowaniu odpowiednio

zaprojektowanych starterów reakcji PCR (GeneBank Accession No. AJ132530)

do otrzymanego produktu zosta y wprowadzone sekwencje rozpoznania dla

enzymów restrykcyjnych BglII i HindIII odpowiednio na koniec 5’ i 3’. Otrzymane

DNA izolowano i oczyszczono z mieszaniny reakcyjnej [Metody 5.3.2, 5.3.3] i

przechowywano w temperaturze –20oC do dalszych do wiadcze .
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cie ki:
M – marker wielko ci Ideal (DNA Gda sk II s.c.)
 1 – kontrola ujemna
 2 – produkt reakcji PCR wielko ci 903 pz

  1 cgtggagatc tgtcccccag caagcaggag acgcaactct gtgctatctc
 51 gagtgaaggc aagccatgtc gaaaccgtca gttgcacact gacaacgggt
101 acttcatcgg ggccagttgc cccaagagcg cttgctgcag caagaccatg
151 tgcggccccg gcggctgcgg agaattctgc tccagcaact ggattttttg
201 cagcagttcg ctcatctacc atcctgacaa aagctatgga ggagactgca
251 gctgtgaaaa gcagggccat cggtgcgaca aaaacgcaga atgcgtcgaa
301 aacttggacg cgggtggggg tgtgcactgc aagtgcaaag acggcttcgt
351 cggcactggg ttgacttgct ccgaggatcc ttgttcaaaa agagggaacg
401 cgaagtgcgg acccaacggg acgtgcatcg tcgtcgattc agtcagctac
451 acatgcacct gcggcgacgg cgaaactcta gtgaacctcc cggaaggggg
501 acaaggatgc aagaggactg gatgtcatgc cttcagggag aactgcagcc
551 ctggtagatg tattgatgac gcctcgcatg agaatggcta cacctgcgag
601 tgccccacag ggtactcacg tgaggtgact tccaaggcgg aggagtcgtg
651 tgtggaagga gtcgaagtca cgctggctga gaaatgcgag aaggaattcg
701 gcatcagcgc gtcatcctgc aaatgcgata acggatactc cggatctgct
751 tccgcaacct cccaccatgg gaaaggagaa tcgggatccg aggggagctt
801 gagtgaaaaa atgaatattg tcttcaagtg ccccagtggc taccatccaa
851 gataccatgc ccacaccgtg acgtgtgaga aaattaagca gaagcttggc
901 cgg

Rys. 24. Sekwencja DNA produktu PCR otrzymanego w wyniku reakcji
amplifikacji genu mic3. Kolorem niebieskim zaznaczono sekwencje pochodz ce ze
starterów (podkre lono sekwencje komplementarne do matrycy).

6.3.2.2. Konstrukcja DNA plazmidu rekombinantowego pUET1/MIC3

Celem tego etapu by o otrzymanie DNA plazmidu rekombinantowego

pUET1/MIC3 zawieraj cego fragment genu mic3 koduj cego bia ko

antygenowe mikronem MIC3 T. gondii bez sekwencji sygnalnej na N-ko cu

bia ka (obejmuj cego reszty aminokwasowe od 67 S do 359 Q).

Rys. 23. Rozdzia  elektroforetyczny DNA produktów reakcji PCR w 1% elu
agarozowym.
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Przygotowanie insertu

Produkt PCR o wielko ci 903 pz poddano reakcji trawienia enzymem

restrykcyjnym BglII w odpowiednim buforze [Materia y 4.5]. Po reakcji DNA

insertu oczyszczono z mieszaniny reakcyjnej [Metody 5.3.2] i zawieszono w

buforze TE [Materia y 4.10].  Nast pnie DNA poddano reakcji trawienia drugim

enzymem restrykcyjnym HindIII w odpowiednim buforze [Materia y 4.5],

oczyszczono z mieszaniny reakcyjnej i zawieszono w buforze TE [Materia y

4.10]. W rezultacie otrzymano cz steczki DNA zawieraj ce 5’ i 3’ „lepkie”

ko ce.

Przygotowanie wektora

DNA wektora pUET1 trawiono restryktazami BglII i HindIII. Trawienie

DNA wektora odbywa o si  sekwencyjnie ze wzgl du na ró ne wymagania

buforowe zastosowanych enzymów. Po pierwszym etapie trawienia enzymem

BglII DNA oczyszczono, a wydajno  trawienia sprawdzono elektroforetycznie

(plazmid w formie liniowej). Nast pnie oczyszczone DNA trawiono enzymem

HindIII w buforze odpowiednim dla tego enzymu i po up ywie jednej godziny

ponownie oczyszczono DNA i zawieszono w buforze TE [Materia y 4.10;

Metody 5.3.2].

Reakcja ligacji

Liniowe cz steczki DNA insertu i wektora trawione odpowiednimi

enzymami restrykcyjnymi poddane zosta y reakcji ligacji [Metody 5.3.5].

Transformacja komórek kompetentnych E. coli TOP10F’ DNA mieszaniny
ligacyjnej

Komórki kompetentne szczepu E. coli TOP10F’ transformowano DNA

mieszaniny ligacyjnej [Metody 5.5]. Dodatkowo wykonano kontrol  czysto ci

komórek kompetentnych na pod u LA z ampicylin  i tetracyklin .

Izolacja plazmidów z uzyskanych klonów

W wyniku transformacji komórek kompetentnych E. coli TOP10F’

mieszanin  ligacyjn  na p ytkach Petriego z pod em LA zawieraj cym

tetracyklin  i ampicylin  [Metody 5.1.2] otrzymano kilkana cie kolonii. P ytka

kontrolna z wysianymi komórkami kompetentnymi nie by a zaka ona

materia em biologicznym wykazuj cym oporno  na ampicylin . Kolonie z

ytek po transformacji przesiano na nowe p ytki z pod em LA zawieraj cym
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tetracyklin  i ampicylin  oraz zaszczepiono na po ywk  2YT, zawieraj  te

same antybiotyki i hodowano przez 18 godzin w wytrz sarce, w temperaturze

37oC. Nast pnie hodowle zwirowano w probówkach Eppendorfa i wyizolowano

plazmidowe DNA [Metody 5.3.1]. Selekcj  rekombinantów przeprowadzono na

podstawie oszacowania wielko ci DNA plazmidów rekombinantowych

pUET1/MIC3 (3657 pz) migruj cych w 1% elu agarozowym, w obecno ci DNA

wektora pUET1 (2856 pz). Plazmidy rekombinantowe, które zawieraj  fragment

genu mic3, charakteryzuj  si  wolniejsz  migracj  w elu.

Analiza restrykcyjna DNA plazmidów rekombinantowych

DNA plazmidów rekombinantowych pUET1/MIC3 wytypowanych na

podstawie ró nicy w wielko ci w stosunku do DNA wektora pUET1 poddano

analizie restrykcyjnej. Przeprowadzono reakcje trawienia enzymami

restrykcyjnymi: HinfI, EcoRI i XbaI. Wielko ci produktów reakcji oszacowano z

wykorzystaniem programu komputerowego Clone 3.1 [Metody 5.12]. Wyniki

trawienia obserwowano w 1% elu agarozowym po przeprowadzonej

elektroforezie (Rys. 25). Zastosowanie analizy restrykcyjnej potwierdzi o

istnienie jednego klonu zawieraj cego DNA plazmidu rekombinantowego

pUET1/MIC3.

Rys. 25. Rozdzia  elektroforetyczny DNA wektora pUET1 i DNA plazmidu
rekombinantowego pUET1/MIC3 trawionych enzymami restrykcyjnymi: HinfI, EcoRI i
XbaI w 1% elu agarozowym.

        M1 1   2   3   4   5   6   M2

500 pz
250 pz

3000 pz
2000 pz

900 pz
700 pz

3653 pz
2555 pz
1827 pz
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S-Tag

           cie ki:
           M1 – marker  wielko ci Ideal (DNA Gda sk II s.c.)

1 – DNA wektora pUET1 trawionego enzymem restrykcyjnym HinfI (396 pz, 517 pz,
 1742 pz)

2 – DNA plazmidu rekobinantowego pUET1/MIC3 trawionego enzymem restrykcyjnym
 HinfI (119 pz, 207 pz, 396 pz, 517 pz, 613 pz, 1588 pz)

3 – DNA wektora pUET1 trawionego enzymem restrykcyjnym EcoRI (2856 pz)
4 – DNA plazmidu rekobinantowego pUET1/MIC3 trawionego enzymem restrykcyjnym

 EcoRI (512 pz, 3135 pz)
5 – DNA wektora pUET1 trawionego enzymem restrykcyjnym XbaI  (2856 pz)
6 – DNA plazmidu rekobinantowego pUET1/MIC3 trawionego enzymem restrykcyjnym

 XbaI (3657 pz)
           M2 – marker wielko ci GeneRuler™ 1kp DNA (Fermentas)

Przeprowadzona analiza restrykcyjna potwierdzi a poprawno

skonstruowanego plazmidu rekombinantowego pUET1/MIC3 (3657 pz).

Otrzymany plazmid pozwala na uzyskanie bia ka fuzyjnego MIC3,

zbudowanego z 342 reszt aminokwasowych, posiadaj cego dwie

sze ciohistydynowe domeny fuzyjne (na N- i C-ko cu bia ka) i domen  S-Tag

(Rys. 26). Wyznaczona masa cz steczkowa antygenu rekombinantowego MIC3

z wykorzystaniem programu komputerowego Antheprot [Metody 5.11] wynosi

36,5 kDa, natomiast punkt izoelektryczny jest równy 6,45.

1 MHHHHHHSSG LVPRGSGMKE TAAAKFERQH MDSPDLSPSK QETQLCAISS
 51 EGKPCRNRQL HTDNGYFIGA SCPKSACCSK TMCGPGGCGE FCSSNWIFCS
101 SSLIYHPDKS YGGDCSCEKQ GHRCDKNAEC VENLDAGGGV HCKCKDGFVG
151 TGLTCSEDPC SKRGNAKCGP NGTCIVVDSV SYTCTCGDGE TLVNLPEGGQ
201 GCKRTGCHAF RENCSPGRCI DDASHENGYT CECPTGYSRE VTSKAEESCV
251 EGVEVTLAEK CEKEFGISAS SCKCDNGYSG SASATSHHGK GESGSEGSLS
301 EKMNIVFKCP SGYHPRYHAH TVTCEKIKQK LAAALEHHHH HH

Rys. 26. Sekwencja aminokwasowa bia ka fuzyjnego MIC3. Kolorem czarnym
oznaczono sekwencje pochodz ce z wektora pUET1.
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6.3.3. Klonowanie DNA genu koduj cego bia ko BAG1 do DNA wektora
pUET1

6.3.3.1. Schemat reakcji PCR

DNA genu koduj cego bia ko antygenowe BAG1 bradyzoitu T. gondii,

uzyskano metod  PCR. Poniewa  gen bag1 sk ada si  z czterech eksonów

(Rys. 27), a nie dysponowano cDNA T. gondii szczepu RH, reakcj  amplifikacji

maj  na celu po czenie eksonów przeprowadzono w czterech etapach (Rys.

28). W pierwszej kolejno ci zamplifikowano ekson 1 genu bag1, do którego

dzi ki odpowiednio zaprojektowanemu starterowi dodano ca y 54 nukleotydowy

ekson 2 (produkt PCR 1). W drugiej i trzeciej reakcji PCR uzyskano DNA

eksonu 3 (produkt PCR 2) i eksonu 4 (produkt PCR 3). Dzi ki odpowiednio

zaprojektowanym starterom do sekwencji eksonu 3 wprowadzono na koniec 3’

fragment eksonu 4, natomiast do eksonu 4 dodano na koniec 5’ fragment

eksonu 3. Do przeprowadzenia tych reakcji jako matrycy u yto DNA T. gondii

szczepu RH. Nast pnie produkty: PCR 2 i PCR 3 (maj ce komplementarne

fragmenty), pos y jako matryca do czwartej reakcji PCR polegaj cej na

po czeniu eksonu 3 i 4 (produkt PCR 4).

   1 tgatcagtgc actctacgag atgcactatc atcagtcctg aactccatgt ttgggtggaa
  61 acctgggcgt gctgtgtcgc agcgagtcgc gagattgccg gcctgtcgac gagttcccgt
  21 ttttcctgca ctggctacag cgtagcggct tcgcctgctc actggcgacg gtactggccg
 181 cacggtttca cgatcctgag gtcggcgaga tgcccctgtc tggcgaggcc ttttgtctac
 241 gcagcgacct ctgtctacta gagaaaggca gaaggccgga gcgttttctc agatgtgcta
 301 ctctttgtct tctgcgatct tccgtgcgtt cagctgtgct tttgccaaag gagacctgtg
 361 tgcagaggac ttcgctgcta aaaagcagaa gagtgcgcgg cgtgtgtagc tcagtggcat
 421 ttcgggactc ggtcttgcgt cgttcgcgac tggacgtcgt cgtctgtgag agcgtcaaac
 481 tagggagaag gggcgggcca gagcgttcgg aaaattatct gcaaagccca ggtcccgtat
 541 gatattcaaa aaagatggcg ccgtcagcat cgcatccgcc gggagcttgt ccaccgggat
601 gtaccaagca tcctgctact gcgacagcca tttccccgag tggagtgtgt cccatgcgtg
661 cgttccatcc cgcggggcct cactcacatt tctcatgtta cgatgatctc agaaataggc
721 tgagtcacga caaaaatgtt cgaccggtcg cctctcaaca ggtacagttg aaacagaggg

 781 catctgcatc aaccgggagt ctggggttcg actagaaaga gcggtgcagg gagttacgaa
 841 aagaaaggaa acgagatgtg tgtgtgtagc acagaaggta caggcgtaaa cacttacatg
 901 ggggagcgat agagtggtcc cccgactaaa actgagactg agaagtgact cgcgagttgc
 961 agaggtgcgt ttgttccatc acactcgaca gtgtgagcag gaatggtatt cggggtgaag
1021 tacattttct ccctgcggag gaaagcgtgg atcatgttga agagacggaa ctgcgccatt
1081 gtcggtgatg agagagaggt tggtcacccc cgacacgatt tcaactggag tgttgtcaca
1141 cgagagggag tctggatacg agcaactata ctcagaccgg gaatgagagt ctcgcaacag
1201 tgacgaagac aaggaaggtt ccgaagatgt tggactacct ctcaaacgac agcggggacg
1261 ccttcttgcg gtaaacaccg atggaaattg cgatttgatg cgtggatatg cagctagact
1321 atttggatga agtaagcccg tttgctctgg cgtactaccc tcccccggta agactgacac
1381 cgatggtgga cctgaaggga aaagttggga ttttcgaaga ggaaaagctc acgggcggcg
1441 atagcggcaa gttcggtgta ccggagtgta cccgtgacga gaggcacatg ctacaaccga
1501 aaaataggag cttggatgta atactggttt ccctttgtgt tacgccttga gtaggaggga
1561 tggtcgtccc acagatgtgt gcatctgtgc agttttgggg tggagtcggt cttaatccca
1621 tcgacgatat gttgttcgag acggccctca ccgcaaacga aatgatggag gacatcacgt
1681 ggagacccag agtcgacgtg gagttcgaca gcaaaaagaa ggaaatgatt attttggctg
1741 acttgccagg tcttcagaaa gatgacgtaa ccatagaagt cgacaacgga gccatcgtta
1801 tcaaaggtaa atcgtctgtc gacggtgtat ccgtcagatg cacaacgtgc atgcgttatc
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1861 ggaacgtgct tggtgacgag gcgccggcac agaagacata caccactgta cacgagtatc
1921 ggggacgtaa acgtatttga gttcagtgga catgttgcac tgaggacaaa agctcgttga
1981 ctgtctcggc acctgtggct atcgtaataa acctgtggta gtagaaaatg gatctggaag
2041 gaaaggaatc ttgcagtcca aacttgtagc cccagttgta gatgtcgcaa aaaaggcaca
2101 agaagcttag ccgaatgaag atggcacgta agctttctct gatagaactg gggacagcag
2161 gcagcgctga agattccgct ttaaccaggt gatttttttc gtgcatgacg acggaatcgc
2221 gttgctccgt gctgccctgg caggagagaa gacctcgaaa gaagcggaga aagtggacga
2281 tggcaaaaca aagaacattt tgactgagcg agtgtccggt tattttgcgc gccggttcca
2341 gctcccgagt aattacaagc ccgacggaat cagtgcggca atggacaacg gcgttctacg
2401 tgtcacgatc aaggtcgagg attcaggggg cgcaaagcaa caaatcagcg tgaagtagag
2461 gcagcgatgc cgttcgtggg gcaggggaac acggaggaac ctcatgaaaa tgtaaaggtg
2521 tgggagaact gttgacagtg caagataata aatagtacga gtaggattgc aaagaagacc
2581 tcccgtttgc tggcgccagc cgagaaaacc tggttgatgg gcagcctcat gcgtgacggt
2641 ttttctttag aggacttgtc cgtcgaggta gtgcgtatcg cgtgtctgcg gtttatcgtc
2701 gcagcgcgta tccagaaacc tagcgttcaa cggttcaaga ccgtaagcga attagagttg
2761 aataggtgtg ttataaccct tcggcatgaa atagaggcga ctgttccgga ggagccgcat
2821 ggcccctgac gacaacagaa aaacaaagca acgtgaggtt tcaaattcgc agccagcgcc
2881 ccttgtttca gtacataagc acagttcttg gaaggacgga aagtcgagat cagccgttct
2941 tccaaaagaa gaaagcggaa atcctagaac aacactgcaa ccaccaggct tcactgaact
3001 gaacgtagac gttccacgag aaaggtatgg gtgtggccgg tgttgtcccc aaagacgtcg
3061 cctggttcat tcggtcagta ggtagctgtt ggtgttaacg gtcagggtat tcctgaaggg

Rys. 27. Sekwencja nukleotydowa genu bag1. Kolorem fioletowym oznaczono
ekson 1; czerwonym – ekson 2; niebieskim – ekson 3; zielonym – ekson 4.

Rys. 28. Schemat reakcji PCR genu bag1.

6.3.3.2. Amplifikacja DNA eksonu 1 i 2 genu bag1 – reakcja PCR 1

W wyniku reakcji PCR 1 otrzymano produkt wielko ci 279 pz (Rys. 29 i

30), zawieraj cy fragment DNA eksonu 1 i 2 genu koduj cego N-ko cow

ekson 1 ekson 2 ekson 3 ekson 4

ex1 ex2

PCR 1

279 pz

ex3 ex4

PCR 4

437 pz

ex4

PCR 3

243 pz

ex3

PCR 2

232 pz
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cz  bia ka antygenowego BAG1 T. gondii. Dzi ki zastosowaniu odpowiednio

zaprojektowanych starterów reakcji PCR (GeneBank Accession No. Z48750) do

otrzymanego produktu na koniec 5’ zosta a wprowadzona sekwencja

rozpoznania dla enzymów restrykcyjnych BglII i EcoRI, a na koniec 3’ 54

nukleotydowy ekson 2 genu bag1. Otrzymane DNA izolowano i oczyszczono z

mieszaniny reakcyjnej [Metody 5.3.2, 5.3.3] oraz przechowywano w

temperaturze –20oC do dalszych do wiadcze .

                                                                                      cie ki:
M – marker wielko ci GeneRulerTM

100bp (Fermentas)
1, 2 – produkt reakcji PCR 1 (ekson 1 i 2

 genu bag1) wielko ci 279 pz
3 – kontrola ujemna

Rys. 29. Rozdzia  elektroforetyczny DNA produktów reakcji PCR 1 (ekson 1 i 2
genu bag1) w 2% elu agarozowym.

  1 caggaattcg gagatctcat ggcgccgtca gcatcgcatc cgccgggagc
 51 ttgtccaccg ggatgtacca agcatcctgc tactgcgaca gccatttccc
101 cgagtggagt gtgtcccatg cgtgcgttcc atcccgcggg gcctcactca
151 catttctcat gttacgatga tctcagaaat aggctgagtc acgacaaaaa
201 tgttcgaccg gtcgcctctc aacagctaga ctatttggat gaagtaagcc
251 cgtttgctct ggcgtactac cctcccccc

Rys. 30. Sekwencja nukleotydowa DNA produktu PCR 1 otrzymanego w
wyniku reakcji amplifikacji eksonu 1 i 2 genu bag1. Kolorem niebieskim zaznaczono
sekwencje pochodz ce ze starterów (podkre lono sekwencje komplementarne do
matrycy), kolorem czerwonym 54 nukleotydowy ekson 2.

6.3.3.3. Amplifikacja DNA eksonu 3 genu bag1 – reakcja PCR 2

W wyniku reakcji PCR 2 otrzymano produkt wielko ci 232 pz (Rys. 31 i

32), zawieraj cy DNA eksonu 3 i fragment eksonu 4 genu koduj cego bia ko

antygenowe BAG1 T. gondii. Dzi ki zastosowaniu odpowiednio

zaprojektowanych starterów reakcji PCR (GeneBank Accession No. Z48750) do

otrzymanego produktu na koniec 3’ zosta  wprowadzony 19 nukleotydowy
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fragment eksonu 4 genu bag1. Otrzymane DNA izolowano i oczyszczono z

mieszaniny reakcyjnej [Metody 5.3.2, 5.3.3] oraz przechowywano w

temperaturze –20oC do dalszych do wiadcze .

                                                                                   cie ki:
M – marker wielko ci GeneRulerTM

100 bp (Fermentas)
1 – kontrola ujemna
2 – produkt reakcji PCR 2 (ekson 3 genu

bag1) wielko ci 232 pz

Rys. 31. Rozdzia  elektroforetyczny DNA produktów reakcji PCR 2 (ekson 3
genu bag1) w 2% elu agarozowym.

  1 ttttggggtg gagtcggtct taatcccatc gacgatatgt tgttcgagac
 51 ggccctcacc gcaaacgaaa tgatggagga catcacgtgg agacccagag
101 tcgacgtgga gttcgacagc aaaaagaagg aaatgattat tttggctgac
151 ttgccaggtc ttcagaaaga tgacgtaacc atagaagtcg acaacggagc
201 catcgttatc aaaggagaga agacctcgaa ag

Rys. 32. Sekwencja DNA produktu PCR 2 otrzymanego w wyniku reakcji
amplifikacji eksonu 3 genu bag1. Kolorem niebieskim zaznaczono sekwencje
pochodz ce ze starterów (podkre lono sekwencje komplementarne do matrycy),
kolorem zielonym 19 nukleotydowy fragment eksonu 4.

6.3.3.4. Amplifikacja DNA eksonu 4 genu bag1 – reakcja PCR 3

W wyniku reakcji PCR 3 otrzymano produkt wielko ci 243 pz (Rys. 33 i

34), zawieraj cy DNA eksonu 4 genu koduj cego C-ko cowy fragment bia ka

antygenowego BAG1 T. gondii. Dzi ki zastosowaniu odpowiednio

zaprojektowanych starterów reakcji PCR (GeneBank Accession No. Z48750) do

otrzymanego produktu na koniec 5’ wprowadzono 18 nukleotydowy fragment

eksonu 3 genu bag1, a na koniec 3’ sekwencj  rozpoznania dla enzymu

restrykcyjnego HindIII. Otrzymane DNA izolowano i oczyszczono z mieszaniny

reakcyjnej [Metody 5.3.2, 5.3.3], przechowywano w temperaturze –20oC do

dalszych do wiadcze .
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                                                                                   cie ki:
M – marker wielko ci M1 (DNA Gda sk II

 s.c.)
1 – produkt reakcji PCR 3 (ekson 4 genu

bag1) wielko ci 243 pz
2 – kontrola ujemna

Rys. 33. Rozdzia  elektroforetyczny DNA produktu reakcji PCR 3 (ekson 4 genu
bag1) w 2% elu agarozowym.

  1 ggagccatcg ttatcaaagg agagaagacc tcgaaagaag cggagaaagt
 51 ggacgatggc aaaacaaaga acattttgac tgagcgagtg tccggttatt
101 ttgcgcgccg gttccagctc ccgagtaatt acaagcccga cggaatcagt
151 gcggcaatgg acaacggcgt tctacgtgtc acgatcaagg tcgaggattc
201 agggggcgca aagcaacaaa tcagcgtgaa gaagcttcag cgg

Rys. 34. Sekwencja DNA produktu PCR 3 otrzymanego w wyniku reakcji
amplifikacji eksonu 4 genu bag1. Kolorem niebieskim zaznaczono sekwencje
pochodz ce ze starterów (podkre lono sekwencje komplementarne do matrycy),
kolorem jasnoniebieskim 18 nukleotydowy fragment eksonu 4.

6.3.3.5. Amplifikacja fragmentu DNA genu bag1 (po czenie eksonu 3 i 4) –
reakcja PCR 4

W wyniku reakcji PCR 4 (maj cej na celu po czenie dwóch fragmentów

genu – eksonu 3 i 4), przeprowadzonej z wykorzystaniem produktów PCR 2 i

PCR 3 jako matrycy, otrzymano produkt wielko ci 437 pz (Rys. 35 i 36),

zawieraj cy DNA genu bag1 (ekson 3 + ekson 4). Dzi ki odpowiednio

zaprojektowanym starterom do otrzymanego produktu zosta a wprowadzona

sekwencja rozpoznania dla enzymu restrykcyjnego HindIII na koniec 3’.

Otrzymane DNA izolowano i oczyszczono z mieszaniny reakcyjnej [Metody

5.3.2, 5.3.3] oraz przechowywano w temperaturze –20oC do dalszych

do wiadcze .
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                                                                                        cie ki:
M – marker wielko ci GeneRulerTM

100bp (Fermentas)
1, 2, 3 – produkt reakcji PCR 4 (ekson 3

+ ekson 4 genu bag1) wielko ci
                                      437 pz

4 – kontrola ujemna

Rys. 35. Rozdzia  elektroforetyczny DNA produktów reakcji PCR 4 (ekson 3 i
ekson 4 genu bag1) w 2% elu agarozowym.

  1 ttttggggtg gagtcggtct taatcccatc gacgatatgt tgttcgagac
 51 ggccctcacc gcaaacgaaa tgatggagga catcacgtgg agacccagag
101 tcgacgtgga gttcgacagc aaaaagaagg aaatgattat tttggctgac
151 ttgccaggtc ttcagaaaga tgacgtaacc atagaagtcg acaacggagc
201 catcgttatc aaaggagaga agacctcgaa agaagcggag aaagtggacg
251 atggcaaaac aaagaacatt ttgactgagc gagtgtccgg ttattttgcg
301 cgccggttcc agctcccgag taattacaag cccgacggaa tcagtgcggc
351 aatggacaac ggcgttctac gtgtcacgat caaggtcgag gattcagggg
401 gcgcaaagca acaaatcagc gtgaagaagc ttcagcgg

Rys. 36. Sekwencja DNA produktu PCR 4 (ekson 3 + ekson 4). Kolorem
niebieskim zaznaczono sekwencje pochodz ce ze starterów (podkre lono sekwencje
komplementarne do matrycy).

6.3.3.6. Schemat klonowania genu bag1

Klonowanie genu koduj cego bia ko antygenowe BAG1 T. gondii do

wektora ekspresyjnego pUET1 przeprowadzono w trzech etapach (Rys. 37). W

pierwszym etapie wykonano klonowanie DNA produktu PCR 1 (ekson 1 i 2) do

DNA wektora pUC19 w miejsca EcoRI i SmaI (etap 1). Dzi ki temu, i  w

produkcie PCR 1 na ko cu 3’ zamieniono nukleotyd G na C, mo liwe by o

odtworzenie miejsca rozpoznania dla enzymu restrykcyjnego SmaI w

powsta ym plazmidzie rekombinantowym pUC19/BAG1ex1ex2. Zamiana

nukleotydów nie spowodowa a zmiany sekwencji aminokwasowej w bia ku

antygenowym BAG1, poniewa  zarówno trójka CCG jak i CCC koduj  ten sam

aminokwas (prolin ). Odtworzenie miejsca SmaI umo liwi o wykonanie

klonowania drugiego fragmentu genu bag1 (produkt PCR 4 – ekson 3 i 4) do

DNA plazmidu pUC19/BAG1ex1ex2 w miejsca SmaI i HindIII. W wyniku

przeprowadzonego klonowania uzyskano plazmid rekombinantowy
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(pUC19/BAG1) zawieraj cy ca y gen koduj cy bia ko bradyzoitów BAG1 (etap

2). Nast pnie po czone eksony przeklonowano z wykorzystaniem

odpowiednich enzymów restrykcyjnych (BglII i HindIII) do DNA wektora pUET1

(etap 3).

Rys. 37. Schemat klonowania genu bag1.
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ex1 ex2
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   Pro Pro Pro
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2856 pz

BglII          HindIII

Klonowanie do wektora
ekspresyjnego pUET1 w miejsca
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BglII / HindIII
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3465 pz

bag1 (694 pz)
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3080 pz
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6.3.3.7. Konstrukcja plazmidu rekombinantowego pUC19/BAG1ex1ex2

Celem tego etapu by o otrzymanie DNA plazmidu rekombinantowego

pUC19/BAG1ex1ex2 zawieraj cego fragment genu bag1 (ekson 1 i ekson 2),

koduj cego N-ko cow  cz  bia ka cytoplazmatycznego bradyzoitów T.

gondii.

Przygotowanie insertu

Produkt PCR 1 o wielko ci 279 pz poddano reakcji trawienia enzymem

restrykcyjnym EcoRI w odpowiednim buforze [Materia y 4.5]. Po reakcji DNA

insertu oczyszczono z mieszaniny reakcyjnej [Metody 5.3.2] i zawieszono w

buforze TE [Materia y 4.10]. W rezultacie otrzymano cz steczki DNA

zawieraj ce 5’ „lepkie” i 3’ „t pe” ko ce.

Przygotowanie wektora

DNA wektora pUC19 trawiono restryktazami EcoRI i SmaI. Trawienie

DNA wektora odbywa o si  sekwencyjnie ze wzgl du na ró ne wymagania

buforowe i temperaturowe zastosowanych enzymów restrykcyjnych. Po

pierwszym etapie trawienia enzymem SmaI DNA oczyszczono, a wydajno

trawienia sprawdzono elektroforetycznie (plazmid w formie liniowej). Nast pnie

oczyszczone DNA trawiono enzymem EcoRI w buforze odpowiednim dla tego

enzymu i po up ywie jednej godziny ponownie oczyszczono DNA i zawieszono

w buforze TE [Materia y 4.10; Metody 5.3.2].

Reakcja ligacji
Liniowe cz steczki DNA insertu i wektora trawione odpowiednimi

enzymami restrykcyjnymi poddane zosta y reakcji ligacji w uk adzie na „lepko-

po” [Metody 5.3.5].

Transformacja komórek kompetentnych E. coli TOP10F’ DNA mieszaniny
ligacyjnej

Komórki kompetentne szczepu E. coli TOP10F’ transformowano DNA

mieszaniny ligacyjnej [Metody 5.5]. Dodatkowo wykonano kontrol  czysto ci

komórek kompetentnych na pod u LA z ampicylin , tetracyklin , IPTG i X-

Gal.

Izolacja plazmidów z uzyskanych klonów
W wyniku transformacji komórek kompetentnych E. coli TOP10F’

mieszanin  ligacyjn  na p ytkach Petriego z pod em LA zawieraj cym
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ampicylin , tetracyklin , IPTG oraz X-Gal otrzymano bia e i niebieskie kolonie.

ytka kontrolna z wysianymi komórkami kompetentnymi nie by a zaka ona

materia em biologicznym wykazuj cym oporno  na ampicylin . Bia e kolonie z

ytek po transformacji przesiano na nowe p ytki LA z tymi samymi

antybiotykami, IPTG oraz X-Gal. Nast pnie tylko kolonie, które wyros y jako

bia e zaszczepiono na po ywk  2YT zawieraj  antybiotyki (ampicylin ,

tetracyklin ) i hodowano przez 18 godzin w wytrz sarce, w temperaturze 37oC.

Nast pnie wykonano izolacj  plazmidowego DNA [Metody 5.3.1]. Selekcj

rekombinantów przeprowadzono na podstawie oszacowania wielko ci DNA

plazmidów rekombinantowych pUC19/BAG1ex1ex2 (2943 pz) migruj cych w

1% elu agarozowym, w obecno ci DNA wektora pUC19 (2686 pz). Plazmidy

rekombinantowe, które zawieraj  ekson 1 i 2 genu bag1, charakteryzuj  si

wolniejsz  migracj  w elu.

Analiza restrykcyjna DNA plazmidów rekombinantowych pUC19/BAG1ex1ex2

DNA plazmidów rekombinantowych pUC19/BAG1ex1ex2 wytypowanych

na podstawie ró nicy w wielko ci w stosunku do DNA wektora pUC19 poddano

analizie restrykcyjnej. Przeprowadzono reakcje trawienia enzymami

restrykcyjnymi: XbaI, PvuII i HinfI. Wielko ci produktów reakcji oszacowano z

wykorzystaniem programu komputerowego Clone 3.1 [Metody 5.12]. Wyniki

trawienia obserwowano w 1% elu agarozowym po przeprowadzonej

elektroforezie (Rys. 38). Zastosowanie analizy restrykcyjnej potwierdzi o

istnienie klonu zawieraj cego plazmid rekombinantowy pUC19/BAG1ex1ex2.

Rys. 38. Rozdzia  elektroforetyczny DNA wektora pUC19 i DNA plazmidu
rekombinantowego pUC19/BAG1ex1ex2 trawionych enzymami restrykcyjnymi: PvuII,
HinfI i XbaI w 1% elu agarozowym.

M    1    2     3    4    5    6

2000 pz

1000 pz

500 pz
250 pz
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            cie ki:
M – marker wielko ci GeneRuler™ 1kp DNA (Fermentas)
1 – DNA wektora pUC19 trawionego enzymem restrykcyjnym PvuII (322 pz, 2364 pz)
2 – DNA plazmidu rekombinantowego pUC19/BAG1ex1ex2 trawionego enzymem

restrykcyjnym PvuII (579 pz, 2364 pz)
3 – DNA wektora pUC19 trawionego enzymem restrykcyjnym XbaI (2686 pz)
4 – DNA plazmidu rekombinantowego pUC19/BAG1ex1ex2 trawionego enzymem

restrykcyjnym XbaI (2943 pz)
5 – DNA wektora pUC19 trawionego enzymem restrykcyjnym HinfI (65 pz, 75 pz, 214

 pz, 369 pz, 517 pz, 1419 pz)
6 – DNA plazmidu rekombinantowego pUC19/BAG1ex1ex2 trawionego enzymem

 restrykcyjnym HinfI (65 pz, 75 pz, 214 pz, 369 pz, 517 pz, 1570 pz)

Przeprowadzona analiza restrykcyjna potwierdzi a poprawno

skonstruowanego plazmidu rekombinantowego pUC19/BAG1ex1ex2,

zawieraj cego DNA koduj ce N-ko cow  cz  bia ka cytoplazmatycznego

BAG1 T. gondii.

6.3.3.8. Konstrukcja plazmidu rekombinantowego pUC19/BAG1

Celem tego etapu by o otrzymanie DNA plazmidu rekombinantowego

pUC19/BAG1 zawieraj cego ca y gen bag1 (ekson 1, ekson 2, ekson 3 i ekson

4), koduj cy cytoplazmatyczne bia ko antygenowe BAG1 T. gondii. Plazmid ten

otrzymano przez doklonowanie do fragmentu genu bag1 (obejmuj cego 1 i 2

ekson) dwóch pozosta ych eksonów (3 i 4) dzi ki zastosowaniu odpowiednich

enzymów restrykcyjnych.

Przygotowanie insertu

Produkt PCR 4 (ekson 3 i 4) o wielko ci 437 pz poddano reakcji trawienia

enzymem restrykcyjnym HindIII w odpowiednim buforze [Materia y 4.5]. Po

reakcji DNA insertu oczyszczono z mieszaniny reakcyjnej [Metody 5.3.2] i

zawieszono w buforze TE [Materia y 4.10]. W rezultacie otrzymano cz steczki

DNA zawieraj ce 5’ „t pe” i 3’ „lepkie” ko ce.

Przygotowanie wektora

DNA plazmidu rekombinantowego pUC19/BAG1ex1ex2 trawiono

restryktazami SmaI i HindIII. Trawienie DNA wektora odbywa o si

sekwencyjnie ze wzgl du na ró ne wymagania buforowe i temperaturowe

zastosowanych enzymów restrykcyjnych. Po pierwszym etapie trawienia

enzymem SmaI DNA oczyszczono, a wydajno  trawienia sprawdzono

elektroforetycznie (plazmid w formie liniowej). Nast pnie oczyszczone DNA
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trawiono enzymem HindIII w buforze odpowiednim dla tego enzymu. Uzyskane

DNA oczyszczono i zawieszono w buforze TE [Materia y 4.10; Metody 5.3.2].

Reakcja ligacji

Liniowe cz steczki DNA insertu i plazmidu rekombinantowego

(pUC19/BAG1ex1ex2) trawione odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi

poddane zosta y reakcji ligacji w uk adzie na „lepko-t po” [Metody 5.3.5].

Transformacja komórek kompetentnych E. coli TOP10F’ DNA mieszaniny
ligacyjnej

Komórki kompetentne szczepu E. coli TOP10F’ transformowano DNA

mieszaniny ligacyjnej [Metody 5.5]. Dodatkowo wykonano kontrol  czysto ci

komórek kompetentnych na pod u LA z ampicylin  i tetracyklin .

Izolacja plazmidów z uzyskanych klonów

Izolacj  plazmidowego DNA wykonano w analogiczny sposób jak w

punkcie 6.3.2.2. Selekcj  rekombinantów przeprowadzono na podstawie

oszacowania wielko ci DNA plazmidów rekombinantowych pUC19/BAG1 (3337

pz) migruj cych w 1% elu agarozowym, w obecno ci DNA plazmidu

pUC19/BAG1ex1ex2 (2943 pz). Plazmidy rekombinantowe, które zawieraj  ca y

gen bag1 (ekson 1, 2, 3, 4), charakteryzuj  si  wolniejsz  migracj  w elu.

Analiza restrykcyjna DNA plazmidów rekombinantowych pUC19/BAG1

DNA plazmidów rekombinantowych pUC19/BAG1 wytypowanych na

podstawie ró nicy w wielko ci w stosunku do DNA plazmidu

pUC19/BAG1ex1ex2 poddano analizie restrykcyjnej. Przeprowadzono reakcje

trawienia enzymami restrykcyjnymi: PvuII i BglII. Wielko ci produktów reakcji

oszacowano z wykorzystaniem programu komputerowego Clone 3.1 [Metody

5.12]. Wyniki trawienia obserwowano w 1,7% elu agarozowym po

przeprowadzonej elektroforezie (Rys. 39).
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Rys. 39. Rozdzia  elektroforetyczny DNA plazmidu pUC19/BAG1ex1ex2 i DNA
plazmidów rekombinantowych pUC19/BAG1 trawionych enzymami restrykcyjnymi:
PvuII, BglII w 1,7% elu agarozowym.

         cie ki:
             M – marker wielko ci GeneRuler™ 100kb DNA Plus (Fermentas)

1 – DNA plazmidu pUC19/BAG1ex1ex2 trawionego enzymem restrykcyjnym PvuII (579
 pz, 2364 pz)

          2-4 – DNA plazmidu rekombinantowego pUC19/BAG1 trawionego enzymem
restrykcyjnym PvuII (973 pz, 2364 pz)

5 – DNA plazmidu pUC19/BAG1ex1ex2 trawionego enzymem restrykcyjnym BgllI
 (2943 pz)

          6-8 – DNA plazmidu rekombinantowego pUC19/BAG1 trawionego enzymem
restrykcyjnym BgllI (3337 pz)

Przeprowadzona analiza restrykcyjna potwierdzi a poprawno

skonstruowanego plazmidu rekombinantowego pUC19/BAG1, zawieraj cego

DNA koduj ce bia ko cytoplazmatyczne BAG1 T. gondii.

6.3.3.9. Konstrukcja plazmidu rekombinantowego pUET1/BAG1

Celem tego etapu by o otrzymanie DNA rekombinantowego plazmidu

ekspresyjnego pUET1/BAG1 zawieraj cego ca y gen bag1 (ekson 1, 2, 3, 4),

koduj cy cytoplazmatyczne bia ko antygenowe T. gondii.

Przygotowanie insertu

DNA genu bag1 (694 pz) zosta o otrzymane w wyniku trawienia DNA

plazmidu rekombinantowego pUC19/BAG1 enzymami restrykcyjnymi BglII i

HindIII w odpowiednich buforach [Materia y 4.5]. Trawienie prowadzono

sekwencyjnie. Po reakcji DNA insertu oczyszczano z mieszaniny reakcyjnej

[Metody 5.3.2] i zawieszano w buforze TE [Materia y 4.10]. W rezultacie

otrzymano cz steczki DNA insertu zawieraj ce 5’ i 3’ „lepkie” ko ce.

  500 pz

3000 pz
2000 pz

 M  1   2  3   4   5   6   7  8
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Przygotowanie wektora

DNA wektora pUET1 trawiono sekwencyjnie restryktazami BglII i HindIII

w odpowiednich buforach [Materia y 4.5]. Po reakcji DNA oczyszczano i

zawieszano w buforze TE [Materia y 4.10; Metody 5.3.2]. W rezultacie

otrzymano cz steczki DNA wektora zawieraj ce 5’ i 3’ „lepkie” ko ce.

Reakcja ligacji

Liniowe cz steczki DNA insertu i wektora trawione odpowiednimi

enzymami restrykcyjnymi poddane zosta y reakcji ligacji [Metody 5.3.5].

Transformacja komórek kompetentnych E. coli TOP10F’ DNA mieszaniny
ligacyjnej i izolacja plazmidów z uzyskanych klonów

W tym etapie post powano alogicznie jak w punkcie 6.3.2.2. Selekcj

rekombinantów przeprowadzono na podstawie oszacowania wielko ci DNA

plazmidów rekombinantowych pUET1/BAG1 (3465 pz) migruj cych w 1% elu

agarozowym, w obecno ci DNA wektora pUET1 (2856 pz). Plazmidy

rekombinantowe, które zawieraj  gen bag1, charakteryzuj  si  wolniejsz

migracj  w elu.

Analiza restrykcyjna DNA plazmidów rekombinantowych pUET1/BAG1

DNA plazmidów rekombinantowych pUET1/BAG1 wytypowanych na

podstawie ró nicy w wielko ci w stosunku do DNA wektora pUET1 poddano

analizie restrykcyjnej. Przeprowadzono reakcje trawienia enzymami

restrykcyjnymi: NdeI, XbaI i HinfI. Wielko ci produktów reakcji oszacowano z

wykorzystaniem programu komputerowego Clone 3.1 [Metody 5.10]. Wyniki

trawienia obserwowano w 1% elu agarozowym po przeprowadzonej

elektroforezie (Rys. 40). Zastosowanie analizy restrykcyjnej potwierdzi o

istnienie dwóch klonów zawieraj cych plazmid rekombinantowy pUET1/BAG1.
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Rys. 40. Rozdzia  elektroforetyczny DNA wektora pUET1 i DNA plazmidów
rekombinantowych pUET1/BAG1 trawionych enzymami restrykcyjnymi: NdeI, XbaI i
HinfI w 1% elu agarozowym.

       cie ki:
M – marker wielko ci GeneRuler™ 1kp DNA (Fermentas)
 1 – DNA wektora pUET1 trawionego enzymem restrykcyjnym HinfI (61 pz, 65 pz, 75 pz,

369 pz, 517 pz, 1742 pz)
     2/3 – DNA plazmidu rekombinantowego pUET1/BAG1 trawionego enzymem

restrykcyjnym HinfI (61 pz, 65 pz, 75 pz, 87 pz, 104 pz, 240 pz, 357 pz, 369 pz, 517 pz,
      1510 pz)
 4 – DNA wektora pUET1 trawionego enzymem restrykcyjnym XbaI (2856 pz)

     5/6 – DNA plazmidu rekombinantowego pUET1/BAG1 trawionego enzymem restrykcyjnym
              XbaI (3465 pz)

 7 – DNA wektora pUET1 trawionego enzymem restrykcyjnym NdeI (487 pz, 2369 pz)
     8/9 – DNA plazmidu rekombinantowego pUET1/BAG1 trawionego enzymem restrykcyjnym
              NdeI (1069 pz, 2369 pz)

Otrzymano DNA plazmidu rekombinantowego pUET1/BAG1 o wielko ci

3465 pz zawieraj cego ca y gen bag1, koduj cy bia ko cytoplazmatyczne formy

rozwojowej bradyzoitu T. gondii.

Otrzymany plazmid ekspresyjny pUET1/BAG1 pozwala na uzyskanie

bia ka fuzyjnego BAG1, zbudowanego z 278 reszt aminokwasowych,

posiadaj cego dwie sze ciohistydynowe domeny fuzyjne (na N- i C-ko cu

bia ka) i domen  S-Tag (Rys. 41). Wyznaczona masa cz steczkowa bia ka

rekombinantowego BAG1, z wykorzystaniem programu komputerowego

Antheprot [Metody 5.11] wynosi 30,6 kDa, natomiast punkt izoelektryczny jest

równy 6,455.

M  1  2  3  4  5  6  7  8  9

  500 pz

3000 pz
2000 pz

  250 pz
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S-Tag
  1 MHHHHHHSSG LVPRGSGMKE TAAAKFERQH MDSPDLMAPS ASHPPGACPP
 51 GCTKHPATAT AISPSGVCPM RAFHPAGPHS HFSCYDDLRN RLSHDKNVRP
101 VASQQLDYLD EVSPFALAYY PPPFWGGVGL NPIDDMLFET ALTANEMMED
151 ITWRPRVDVE FDSKKKEMII LADLPGLQKD DVTIEVDNGA IVIKGEKTSK
201 EAEKVDDGKT KNILTERVSG YFARRFQLPS NYKPDGISAA MDNGVLRVTI
251 KVEDSGGAKQ QISVKKLAAA LEHHHHHH

Rys. 41. Sekwencja aminokwasowa bia ka BAG1. Kolorem czarnym oznaczono
sekwencje pochodz ce z wektora pUET1, fioletowym – fragment kodowany przez
ekson 1 genu bag1, czerwonym – fragment kodowany przez ekson 2 genu bag1,
niebieskim – fragment kodowany przez ekson 3 genu bag1, zielonym – fragment
kodowany przez ekson 4 genu bag1.

6.3.4. Klonowanie DNA pozosta ych genów do DNA wektora pUET1

W wyniku przeprowadzonych reakcji amplifikacji otrzymano produkty

PCR zawieraj ce geny lub ich fragmenty koduj ce poszczególne bia ka

antygenowe paso yta (Tab. 12). Dzi ki odpowiednio zaprojektowanym

starterom reakcji PCR do powsta ych produktów zosta y wprowadzone: 1)

sekwencje rozpoznania dla odpowiednich enzymów restrykcyjnych na ko ce 5’ i

3’ (lub w niektórych przypadkach tylko na jeden koniec), co umo liwi o

efektywne klonowanie do wektora docelowego lub/i 2) sekwencje umo liwiaj ce

czenie eksonów [Materia y 4.6, Metody 5.2]. Otrzymane DNA izolowano i

oczyszczono z mieszaniny reakcyjnej [Metody 5.3.2, 5.3.3] i przechowywano w

temperaturze –20°C do dalszych do wiadcze .

Uzyskane produkty PCR klonowano do DNA wektora ekspresyjnego

pUET1. Proste klonowania (opisane w punkcie 6.3.2 przy klonowaniu genu

mic3), przeprowadzono dla nast puj cych fragmentów genów: sag4, bsr4,

eksonu 2 gra2, gra4, gra5, eksonu 2 mic1, rop1 i mag1. Pozosta e klonowania

(genu gra2, gra9, mic1, bag1) wymaga y przeprowadzenia dodatkowego etapu

maj cego na celu po czenie dwóch eksonów. Do z enia genu gra2

wykorzystano reakcj  amplifikacji, w której jako matryc  zastosowano dwa

produkty PCR (gra2ex1 i gra2ex2) posiadaj ce fragmenty komplementarne, co

umo liwi o po czenie dwóch eksonów (Rys. 42). W analogiczny sposób

po czono ekson 1 i 2 genu gra9, oraz ekson 3 i 4 genu mic1. Tak uzyskane

DNA produktów PCR, z wykorzystaniem odpowiednich enzymów

resktykcyjnych, klonowano do DNA wektora pUET1. Plazmid rekombinantowy

zawieraj cy ca y gen mic1 (bez fragmentu koduj cego N-ko cow  sekwecj
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sygnaln ) otrzymano przez doklonowanie do plazmidu rekombinantowego

zawieraj cego ekson 2 genu mic1 (pUET1/MIC1ex2) fragmentu DNA (ekson 3 i

4) wyci tego z plazmidu rekombinantowego pUET1/MICex3ex4.

Tab. 12. Uzyskane produkty PCR.

RODZINA
ANTYGENÓW

ANTYGEN PRODUKT PCR
(reszty nukleotydowe)

WIELKO
PRODUKTU

PCR

GeneBank
Accession

No.
SAG4 fragment genu sag4

(76 – 450)
402 pz AF340224

Antygeny
powierzchniowe BSR4 fragment genu bsr4

(97 – 1048)
996 pz AF394603

ekson 1 genu gra2
(802 – 882)

113 pz

ekson 2 genu gra2
(1128 – 1532)

435 pzGRA2

ekson 1 i 2 genu gra2 (802
– 882 i 1128 – 1532)

510 pz

M99392

GRA4 fragment genu gra4
(61 – 837)

774 pz M76432

GRA5 fragment genu gra5
(78 – 261)

309 pz L06091

ekson 1 genu gra9
(2149 – 2498)

383 pz

ekson 2 genu gra9
(3116 – 3659)

573 pz

Antygeny
granul o du ej

sto ci

GRA9

ekson 1 i 2 genu gra9
(2149 – 2498 i 3116 – 3659)

918 pz

AY371455

ekson 2 genu mic1
(536 – 1009)

498 pz

ekson 3 genu mic1
(1401 – 1478)

107 pz

ekson 4 genu mic1
(1741 – 2484)

771 pz

MIC1

ekson 3 i 4 genu mic1
(1401 – 1478 i 1741 – 2484)

846 pz

Z71786Antygeny
mikronem

MIC3 fragment genu mic3
(894 – 1772)

903 pz AJ132530

Antygen roptrii ROP1 fragment genu rop1
(453 – 1122)

957 pz M71274

ekson 1 i 2 genu bag1
(555 – 761 i 1314 – 1367)

279 pz

ekson 3 genu bag1
(1593 – 1805)

232 pz

ekson 4 genu bag1
(2243 – 2458)

243 pz

BAG1

ekson 3 i 4 genu bag1
(1593 – 1805 i 2243 – 2458)

437 pz

Z48750Inne antygeny

MAG1 fragment genu mag1
(590 – 599 i 710 – 1277)

543 pz AF251813
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EKSON 1 EKSON 2
BglII

510 pz

5’
3’

INTRON

HindIII

PCR3

510 pz
gra2 (ex1 + ex2)

5’

5’
5’

5’

3’

3’

3’

3’
5’

HindIIIBglII

HindIII

PCR2

435 pz

PCR1

BglII

113 pz

3’

Rys. 42. Schemat reakcji PCR – po czenie eksonu 1 i 2 genu gra2.

Otrzymane ekspresyjne plazmidy rekombinantowe zebrano w tabeli 13.

DNA uzyskanych plazmidów poddano analizie restrykcyjnej z zastosowaniem

odpowiednio dobranych enzymów oraz sekwencjonowano potwierdzaj c

poprawno  otrzymanych konstruktów [Metody 5.4]. Przyk adow  sekwencj

nukleotydow  i aminokwasow  rejonu startu dla transkrypcji i translacji jednego

z uzyskanych bia ek fuzyjnych (MAG1) w otrzymanym plazmidzie

rekombinantowym pUET1/MAG1 przestawiono poni ej (Rys. 43).

Rys. 43. Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa w plazmidzie
rekombinantowym pUET1/MAG1 w rejonie insercji genu mag1 (kolorem niebieskim
zaznaczono fragment sekwencji nukleotydowej genu mag1 i sekwencji aminokwasowej
bia ka MAG1).
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Tab. 13. Otrzymane plazmidy rekombinantowe.

Lp. NAZWA PLAZMIDU
REKOMBINANTOWEGO

WIELKO
PLAZMIDU

INSERT NAZWA
ANTYGENU

(reszty aminokwasowe)
1 pUET1/SAG4 3156 pz fragment genu

sag4
antygen powierzchniowy – SAG4
bez sekwencji sygnalnej i domeny
transmembranowej (26 – 150)

2 pUET1/BSR4 3750 pz fragment genu
bsr4

antygen powierzchniowy – BSR4
bez sekwencji sygnalnej i domen
transmembranowych na N i C-
ko cu (33 – 356)

3 pUET1/GRA2 3264 pz fragment genu
gra2

antygen granul o du ej g sto ci –
GRA2 bez sekwencji sygnalnej (24
– 185)

4 pUET1/GRA2ex2 3279 pz ekson 2 genu gra2 fragment C-ko cowy antygenu
granul o du ej g sto ci – GRA2 (51
– 185)

5 pUET1/GRA4 3528 pz fragment genu
gra4

antygen granul o du ej g sto ci –
GRA4 bez sekwencji sygnalnej (20
– 279)

6 pUET1/GRA5 3063 pz fragment genu
gra5

antygen granul o du ej g sto ci –
GRA5 bez sekwencji sygnalnej (26
– 94)

7 pUET1/GRA9 3672 pz gen gra9 antygen granul o du ej g sto ci –
GRA9 (21 – 328)

8 pUET1/ROP1 3714 pz fragment genu
rop1

antygen roptrii – ROP1 bez
sekwencji sygnalnej (85 – 396)

9 pUET1/MIC1ex2 3285 pz ekson 2 genu mic1 fragment N-ko cowy antygenu
mikronem – MIC1 bez sekwencji
sygnalnej (25 – 182)

10 pUET1/MIC1ex34 3654 pz ekson 3 i 4 genu
mic1

fragment C-ko cowy antygenu
mikronem – MIC1 (183 – 456)

11 pUET1/MIC1 4083 pz ekson 2, 3 i 4
genu mic1

antygen mikronem – MIC1 bez
sekwencji sygnalnej (25 – 456)

12 pUET1/MIC3 3657 pz fragment genu
mic3

fragment antygenu mikronem –
MIC3 bez sekwencji sygnalnej (67
– 359)

13 pUET1/BAG1 3465 pz gen bag1 antygen bradyzoitów – BAG1 (1 –
229)

14 pUET1/MAG1 3297 pz fragment genu
mag1

fragment antygenu macierzy cyst
tkankowych – MAG1 (30 – 222)

Ponadto, otrzymano dwa ekspresyjne plazmidy rekombinantowe pET-

32a/MIC3 (6718 pz) i pET-32a/GRA5 (6124 pz) zawieraj ce fragmenty genów

koduj cych bia ko antygenowe mikronem (MIC3) oraz antygen granul o du ej

sto ci (GRA5). Zastosowanie wektora pET-32 pozwoli o uzyska  bia ka

fuzyjne zawieraj ce na N-ko cu dodatkowo domen  tioredoksynow  (Trx)

poprawiaj  ich rozpuszczalno . Przyk adow  sekwencj  nukleotydow  i

aminokwasow  rejonu startu dla transkrypcji i translacji bia ka fuzyjnego GRA5

w otrzymanym plazmidzie rekombinantowym pET-32a/GRA5 przestawiono na

rysunku 44.
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Rys. 44. Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa w plazmidzie
rekombinantowym pET32a/GRA5 w rejonie insercji genu gra5 (kolorem niebieskim
zaznaczono fragment sekwencji nukleotydowej genu gra5 i sekwencji aminokwasowej
bia ka GRA5).

6.3.5. Optymalizacja ekspresji genów koduj cych poszczególne bia ka
antygenowe T. gondii

Optymalizacj  ekspresji genów koduj cych rekombinantowe bia ka

paso yta prowadzono dobieraj c odpowiedni szczep E. coli oraz zmieniaj c

parametry takie jak temperatura i napowietrzanie hodowli, warto  OD600 w

momencie indukcji i prowadzono wed ug procedury opisanej w punkcie 5.7.

Poni ej przedstawiono przyk adowe rozdzia y elektroforetyczne w 12%

elu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) próbek ca kowitych lizatów zebranych

podczas optymalizacji warunków ekspresji genu koduj cego antygen GRA2ex2

(Rys. 45), GRA9 (Rys. 46) i BSR4 (Rys. 47) T. gondii.

Rys. 45. Rozdzia  elektroforetyczny bia ek zawartych w lizatach komórek E. coli
BL21(DE3)pLysS zawieraj cych wektor pUET1 lub plazmid rekombinantowy
pUET1/GRA2ex2 w 12% elu poliakrylamidowym (SDS-PAGE).

M   1   2   3   4   5   6    7   8   9

GRA2
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          cie ki:
 M – marker wielko ci (Sigma)
  1 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1 (kontrola)
  2 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/GRA2ex2 pobranych przed

     indukcj
  3 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/ GRA2ex2 pobranych 1 h po

 indukcji
  4 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/ GRA2ex2 pobranych 2 h po

 indukcji
  5 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/ GRA2ex2 pobranych 3 h po

 indukcji
  6 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/ GRA2ex2 pobranych 5 h po

 indukcji
  7 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/ GRA2ex2 pobranych 6 h po

 indukcji
  8 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/ GRA2ex2 pobranych 8 h po

 indukcji
  9 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/ GRA2ex2 pobranych 18 h

po indukcji

Rys. 46. Rozdzia  elektroforetyczny bia ek zawartych w lizatach komórek E. coli
BL21(DE3)pLysS zawieraj cych wektor pUET1 lub plazmid rekombinantowy
pUET1/GRA9 w 12% elu poliakrylamidowym (SDS-PAGE).

           cie ki:
 M – marker wielko ci (Sigma)
  1 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1 (kontrola)
  2 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/GRA9 pobranych

2 h po indukcji
  3 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/GRA9 pobranych

4 h po indukcji
  4 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/GRA9 pobranych

6 h po indukcji
  5 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/GRA9 pobranych

8 h po indukcji
6 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/GRA9 pobranych

18 h po indukcji

       M   1    2   3   4    5   6

GRA9
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Rys. 47. Rozdzia  elektroforetyczny bia ek zawartych w lizatach komórek E. coli
BL21(DE3)pLysS zawieraj cych wektor pUET1 lub plazmid rekombinantowy
pUET1/BSR4 w 12% elu poliakrylamidowym (SDS-PAGE).

           cie ki:
 M – marker wielko ci (Sigma)
  1 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1 (kontrola)
  2 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/BSR4 pobranych

przed indukcj
  3 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/BSR4 pobranych

1 h po indukcji
  4 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/BSR4 pobranych

2 h po indukcji
  5 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/BSR4 pobranych

3 h po indukcji
  6 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/BSR4 pobranych

5 h po indukcji
  7 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/BSR4 pobranych

8 h po indukcji
  8 – 10 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/BSR4 pobranych

18 h po indukcji

Dla ka dego z antygenów wybrano odpowiedni szczep bakteryjny i

warunki hodowli pozwalaj cej na uzyskanie mo liwie wysokiej wydajno ci

produkcji poszczególnych bia ek rekombinantowych, wyra onej mas  bia ka

wyprodukowanego w okre lonej obj to ci po ywki. Wyniki optymalizacji

ekspresji badanych genów zebrano w tabeli 14.

M   1    2    3    4    5    6     7    8

BSR4
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Tab. 14. Wyniki ko cowe optymalizacji ekspresji genów koduj cych
poszczególne bia ka antygenowe T. gondii.

GEN SZCZEP
BAKTERYJNY E. coli

TEMPERATURA OD600
INDUKCJI

CZAS PROWADZENIA
HODOWLI PO

INDUKCJI EKSPRESJI
sag4 BL21(DE3)pLysS 30°C 0,3 3 h

bsr4 BL21(DE3)pLysS 37°C 0,2 18 h

gra2 BL21(DE3)pLysS 37°C 0,2 5 h

gra2ex2 BL21(DE3)pLysS 37°C 0,2 6 h

gra4 BL21(DE3)pLysS 37°C 0,2 16 h

gra5 BL21(DE3)pLysS 37°C 0,3 16 h

gra5-Trx BL21(DE3)pLysS 37°C 0,4 16 h

gra9 BL21(DE3)pLysS 20°C 0,4 18 h

rop1 BL21(DE3)pLysS 37°C 0,3 4 h

mic1ex2 Rosetta(DE3)pLacI 37°C 0,3 16 h

mic1ex34 BL21(DE3)pLysS 37°C 0,2 16 h

mic1 Rosetta(DE3)pLacI 37°C 0,3 4 h

mic3 BL21(DE3)pLysS 20°C 0,4 20 h

mic3-Trx BL21(DE3)pLysS 30°C 0,4 16 h

mag1 Rosetta(DE3)pLysS 20°C 0,4 18 h

bag1 BL21(DE3)pLysS 20°C 0,4 18 h

6.4. Immunoidentyfikacja rekombinantowych bia ek antygenowych T.
gondii

W celu potwierdzenia obecno ci bia ek rekombinantowych w lizatach

komórek poszczególnych szczepów E. coli, wykonano test Western blotting z

yciem przeciwcia  skierowanych na domen  oligohistydynow  lub na domen

S-Tag. Domena oligohistydynowa wyst puje na N- i C-ko cu otrzymanych

bia ek fuzyjnych, natomiast domena S-Tag wy cznie na N-ko cu antygenów.

Zarówno domena S-Tag jak i domeny oligohistydynowe kodowane s  z DNA

wektora pUET1 lub pET-32a. W ka dym do wiadczeniu przeprowadzono dwa

równoleg e rozdzia y elektroforetyczne bia ek w 12% elu poliakrylamidowym, w

warunkach denaturuj cych [Metody 5.6.2]. Jeden el poddano barwieniu

roztworem barwi cym (Rys. 48 B, D, F, H), a drugi pos  do transferu bia ek

na b on  nitrocelulozow  [Metody 5.11.1]. Po p ukaniu b on  inkubowano z
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przeciwcia ami anty-polihistydynowymi i wywo ywano roztworem

diaminobenzydyny (Rys. 48 A) lub inkubowano z przeciwcia ami skierowanymi

na domen  S-Tag i wywo ywano odczynnikiem do detekcji NBT/BCIP (Rys. 48

C, E, G). Poni ej przedstawiono przyk adowe rozdzia y elektroforetyczne i testy

Western blotting uzyskane dla antygenów rekombinantowych: MAG1, MIC3,

BAG1, SAG1, GRA4 i GRA9.

M   1    2    3    4
D)

M  1  2  3  4
C) cie ki:

  M – marker wielko ci
        (Fermentas)
   1 – lizat komórek E. coli
         BL21(DE3)pLysS +
         pUET1
2/3 – lizat komórek E. coli

 BL21(DE3)pLysS
produkuj cych bia ko

         rekombinantowe BAG1
   4 – lizat komórek E. coli
         BL21(DE3)pLysS
         produkuj cych bia ko
         rekombinantowe SAG1

B)
   M   1    2    3

A)
   M   1    2    3 cie ki:

  M – marker wielko ci
        (Fermentas)
   1 – lizat komórek E. coli
         BL21(DE3)pLysS +
         pUET1
   2 – lizat komórek E. coli

 Rosetta(DE3)pLysS
produkuj cych bia ko

         rekombinantowe MAG1
   3 – lizat komórek E. coli
         BL21(DE3)pLysS
         produkuj cych bia ko
         rekombinantowe MIC3
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6.5. Oczyszczanie rekombinantowych bia ek antygenowych T. gondii

Rekombinantowe bia ka antygenowe (SAG4, BSR4, GRA2ex2, GRA2,

GRA4, GRA5, GRA9, ROP1, MIC1ex2, MIC1ex3ex4, MIC1, MIC3, BAG1 i

MAG1) posiadaj ce dwie domeny sze ciohistydynowe na N- i C-ko cu,

oczyszczano przy u yciu metody chromatografii metalopowinowactwa na z u

Ni2+ IDA-agaroza (His•bind Resin, Novagen) [Metody 5.8]. Otrzymany osad

komórek zawieszano w buforze A [Materia y 4.11], przeprowadzano

dezintegracj  komórek przez sonifikacj  i otrzymane lizaty wirowano. Uzyskany

supernatant nanoszono na kolumn  i oczyszczano z wykorzystaniem

odpowiednich buforów zawieraj cych ró ne st enia imidazolu. Czysto

F)
   M    1    2

E)
   M    1    2

cie ki:
  M – marker wielko ci
        (Fermentas)
   1 – lizat komórek E. coli
         BL21(DE3)pLysS +
         pUET1
   2 – lizat komórek E. coli

 BL21(DE3)pLysS
produkuj cych bia ko

         rekombinantowe GRA4

H)
   M   1   2   3

G)
   M   1   2   3 cie ki:

  M – marker wielko ci
        (Fermentas)
   1 – lizat komórek E. coli
         BL21(DE3)pLysS +
         pUET1
2/3 – lizaty komórek E. coli

 BL21(DE3)pLysS
produkuj cych bia ko

         rekombinantowe GRA9
         (pobrane 6/18 h po
         indukcji)

Rys. 48. (A) Wynik testu Western blotting z u yciem przeciwcia
skierowanych na domen  oligohistydynow . (C), (E), (G) Wynik testów Western
blotting z u yciem przeciwcia  skierowanych na domen  S-Tag. (B), (D), (F), (H)
rozdzia  elektroforetyczny bia ek zawartych we frakcjach zebranych lizatów w 12%
elu poliakrylamidowym (SDS-PAGE).
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oczyszczonych bia ek okre lono na podstawie rozdzia u elektroforetycznego

próbek pobranych podczas procesu oczyszczania. Przyk adowe rozdzia y

elektroforetyczne przedstawiono poni ej (Rys. 49 A, B, C i D).

Rys. 49. Rozdzia  elektroforetyczny w 12% elu poliakrylamidowym (SDS-PAGE)
bia ek zawartych we frakcjach uzyskanych podczas oczyszczania: (A) antygenu
rekombinantowego BAG1; (B) antygenu rekombinantowego GRA5; (C) antygenu
rekombinantowego GRA4; (D) antygenu rekombinantowego BSR4.

cie ki:
M – marker wielko ci (Sigma) - A, B, C oraz marker wielko ci (Fermentas) - D
 1 – 10 µl frakcji lizatu komórkowego przed naniesieniem na kolumn
 2 – 10 µl frakcji lizatu komórkowego po przej ciu przez kolumn
 3 – 10 µl frakcji zebranej po pierwszym p ukaniu buforem C o 0,5 M st eniu imidazolu
 4 – 10 µl frakcji zebranej po drugim p ukaniu buforem C o 0,5 M st eniu imidazolu
 5 – 10 µl frakcji zebranej po trzecim p ukaniu buforem C o 0,5 M st eniu imidazolu

        6 – 10 µl frakcji zebranej po czwartym p ukaniu buforem C o 0,5 M st eniu imidazolu

M   1    2    3    4   5  6A) M   1    2    3   4   5   6B)

C)  M   1    2   3   4    5   6 M    1     2     3     4    5    6D)
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Tabela 15 przedstawia wyprodukowane rekombinantowe bia ka

antygenowe T. gondii z podaniem wyznaczonych przy pomocy programu

komputerowego Antheprot [Metody 5.12] mas cz steczkowych i punktów

izoelektrycznych. Na rysunku 50 przedstawiono przyk adowe sekwencje

aminokwasowe trzech otrzymanych antygenów rekombinantowych (BSR4,

GRA5, GRA9), z zaznaczeniem wprowadzonych dwóch domen

oligohistydynowych oraz domeny S-Tag. Wykorzystanie fuzyjnej domeny

oligohistydynowej, jednej z najmniejszych obecnie stosowanych (ok. 1 kDa),

posiada bardzo wiele zalet. Mi dzy innymi pozwala na prowadzenie procesu

oczyszczania w warunkach natywnych jak i denaturuj cych, nie wymaga

proteolitycznego odcinania oraz pozwala uzyska  bia ko rekombinantowe o

czysto ci powy ej 90%. Ponadto, domena oligohistydynowa nie ma wp ywu na

aktywno  oczyszczanego bia ka, na stopie  jego reaktywno ci z

przeciwcia ami specyficznymi oraz nie zaburza jego struktury.

Tab. 15. Otrzymane bia ka rekombinantowe.

ANTYGEN REKOMBINANTOWY
RODZINA NAZWA

ANTYGENU
ilo  reszt

aminokwasowych
masa

cz steczkowa
[kDa]

punkt
izoelektryczny

SAG4 175 19,24 7,61Antygeny
powierzchniowe

(SAG) BSR4 373 40,4 5,9

GRA2 211 23 9,19

GRA2ex2 216 23,49 6,91

GRA4 299 31,87 7,22

GRA5 144 15,9 6,45

GRA5-Trx 259 28,22 5,99

Antygeny granul o
du ej g sto ci

(GRA)

GRA9 347 38,86 5,9

ROP1 361 39,11 6,66Antygeny roptrii
(ROP) ROP9 403 43,16 6,65

MIC1ex2 218 24,5 7,79

MIC1ex3ex4 341 35,9 4,97

MIC1 484 52 5,89

MIC3 342 36,52 6,45

Antygeny mikronem
(MIC)

MIC3-Trx 457 48,8 6,15

MAG1 222 23,81 4,94
Inne antygeny BAG1 278 30,6 6,45
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S-Tag

S-Tag

S-Tag

A)
  1 MHHHHHHSSG LVPRGSGMKE TAAAKFERQH MDSPDLSSGQ AVADNLLEGL
51 LHRTLQQQVE VTSRLTVAGS DAKCDFFTPA TQDSPPVSGS LTLSKGRMTA
101 TFECSATQAL SISTIPTNIE QNVCDPKKTT NGTVCQFGAN GSAGTEVTLK
151 DLLETDRIVN WKVNEQREES NKSQKWSLEL HNEDLPLTDK AFVVGCQATS
201 AARGTESGKT AACKLTVNVE ARASSLAENN VVTCAYGKGS NPNPVEVEMS
251 TEKNTLTINC GSDGSLQPTT YAEEYCVADS KDVNRCSTTR FVEIFPKFLK
301 SWWVTETQKR TSATLTIPQT DLPEADQQFL VGCVPKKTAP EDPKKDKESG
351 TETGAPTSCT KLAAALEHHH HHH

B)
  1 MHHHHHHSSG LVPRGSGMKE TAAAKFERQH MDSPDLGSTR DVGSGGDDSE
51 GARGREQQQV QQHEQNEDRS LFERGRAAVT GHPVRTAVGL AAAVVAVVSL

101 LRLLKRRRRR AIQEESKESA TAEEEEVAEE EKLAAALEHH HHHH

C)
  1 MHHHHHHSSG LVPRGSGMKE TAAAKFERQH MDSPDLLDLF LGESGVYLFG
51 KASESDVALK VPEDPVPEEP RREPEKHVDL FGEDWKQFGG SGFGDFSKVE
101 FENLFSQVHE MMRRLMGRGA DGFGPSLLGD SPGFHFPRLR ALQPKTKLEK
151 TGTCQYVVTW APEVTAENVR VILHLQRRQV EVQYRAATRR DEKTEGGESH
201 SMSKEQSSQL MSVDPQCIMT REVVAQKLAG WTDNTHTATA GTPKKLLISF
251 PSPDHIKEMV KEGYLPDNAL ERVLAGDFEG FSRTQMCLVS GRNRTECAFA
301 EGQEVELEEK PLPSDSSPVT SVELPRLSQE DRGLKLAAAL EHHHHHH

Rys. 50. Sekwencja aminokwasowa bia ka rekombinantowego: (A) BSR4, (B)
GRA5, (C) GRA9. Kolorem czarnym oznaczono sekwencje pochodz ce z wektora
pUET1, czerwonym – najsilniejsze determinanty antygenowe.

 Z wykorzystaniem systemu Versa Doc (program Quantity One) [Metody

5.12] oszacowano densytometrycznie czysto  uzyskanych podczas

oczyszczania metod  chromatografii metalopowinowactwa preparatów

poszczególnych rekombinantowych bia ek antygenowych (Tab. 16).

Przyk adowe elektroforogramy uzyskane dla bia ek BSR4 i MAG1

przedstawiono na rysunku 51. Ponadto obliczono st enie otrzymanych

preparatów bia kowych z wykorzystaniem odczynnika Bradford oraz

oszacowano ilo  ka dego z uzyskanych antygenów rekombinantowych

oczyszczonych z 1 litra hodowli bakteryjnej (Tab. 16).
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Rys. 51.  Analiza procentowa czysto ci preparatu otrzymanego podczas
oczyszczania rekombinantowego bia ka antygenowego: (A) BSR4, (B) MAG1.

Tab. 16. Podsumowanie procesu oczyszczania bia ek rekombinantowych.

ANTYGEN REKOMBINANTOWY
NAZWA

ANTYGENU
st enie

otrzymanego
preparatu

ilo  bia ka
uzyskana z 1 litra

hodowli

Czysto
otrzymanego

preparatu
SAG4 1,25 mg/ml ok. 36 mg ok. 98,1 %

BSR4 1,8 mg/ml ok. 70 mg ok. 93,8%

GRA2 1,4 mg/ml ok. 38 mg ok. 95,5%

GRA2ex2 2,35 mg/ml ok. 78 mg ok. 96,8 %

GRA4 2,1 mg/ml ok. 82 mg ok. 92,9 %

GRA5 0,25 mg/ml ok. 20 mg ok. 92,2%

GRA5-Trx 0,3 mg/ml ok. 23 mg ok. 94,7%

GRA9 1,95 mg/ml ok. 78 mg ok. 97,4 %

ROP1 0,45 mg/ml ok. 26 mg ok. 95 %

ROP9 0,35 mg/ml ok. 22 mg ok. 94 %

MIC1ex2 0,3 mg/ml ok. 24 mg ok. 96,2%

MIC1ex3ex4 0,22 mg/ml ok. 18 mg ok. 94,7%

MIC1 0,2 mg/ml ok. 16 mg ok. 96,4 %

MIC3 0,6 mg/ml ok. 28 mg ok. 95,5 %

MIC3-Trx 0,5 mg/ml ok. 25 mg ok. 96%

MAG1 2,35 mg/ml ok. 90 mg ok. 97,2%

BAG1 2,5 mg/ml ok. 100 mg ok. 96,9%

A) B)
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6.6. Produkcja pozosta ych antygenów rekombinantowych T. gondii

Do produkcji pozosta ych rekombinantowych antygenów (SAG1, SAG2,

P35, GRA1, GRA6, GRA7 i ROP9) wykorzystano plazmidy ekspresyjne

znajduj ce si  w kolekcji Katedry Mikrobiologii [Materia y 4.2]. Warunki

ekspresji genów koduj cych poszczególne bia ka antygenowe zebrano w tabeli

17.

Tab. 17. Warunki ekspresji genów koduj cych poszczególne bia ka antygenowe
T. gondii z kolekcji Katedry Mikrobiologii.

GEN SZCZEP
BAKTERYJNY E. coli

TEMPERATURA OD600
INDUKCJI

CZAS PROWADZENIA
HODOWLI PO

INDUKCJI EKSPRESJI
sag1 BL21(DE3)pLysS 30°C 0,4 4 h

sag2 BL21(DE3)pLysS 37°C 0,4 3 h

p35 Rosetta(DE3)pLysS 30°C 0,4 16 h

gra1 BL21(DE3)pLysS 30°C 0,4 4 h

gra6 Rosetta(DE3)pLysS 30°C 0,4 8 h

gra7 BL21(DE3)pLysS 30°C 0,4 4 h

rop9 Rosetta(DE3)pLysS 20°C 0,5 16 h

Dzi ki temu, i  wyprodukowane antygeny posiada y dwie domeny

oligohistydynowe na N- i C-ko cu, do oczyszczania wykorzystano metod

metalopowinowactwa. Oczyszczanie wykonano w analogiczny sposób jak w

punkcie 6.5. Obliczono st enie otrzymanych preparatów bia kowych z

wykorzystaniem odczynnika Bradford oraz oszacowano ilo  ka dego z

uzyskanych antygenów rekombinantowych oczyszczonych z 1 litra hodowli

bakteryjnej (Tab. 18).
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Tab. 18. Podsumowanie procesu oczyszczanie bia ek antygenowych z kolekcji
Katedry Mikrobiologii.

ANTYGEN REKOMBINANTOWY
NAZWA

ANTYGENU
st enie

otrzymanego
preparatu

ilo  bia ka
uzyskana z 1 litra

hodowli

czysto
otrzymanego

preparatu
SAG1 1 mg/ml ok. 45 mg ok. 97,3%

SAG2 2,1 mg/ml ok. 80 mg ok. 97%

P35 1,5 mg/ml ok. 55 mg ok. 95,2%

GRA1 3,5 mg/ml ok. 180 mg ok. 98%

GRA6 1,3 mg/ml ok. 60 mg ok. 95%

GRA7 1,45 mg/ml ok. 65 mg ok. 95,5%

ROP9 0,2 mg/ml ok. 16 mg ok. 92,5%

6.7. Zastosowanie rekombinantowych bia ek antygenowych w
immunodiagnostyce toksoplazmozy

 Otrzymane preparaty rekombinantowych antygenów zosta y

wykorzystane w ró nych testach immunologicznych, w celu oszacowania ich

przydatno ci do konstrukcji serologicznych zestawów diagnostycznych do

wykrywania i ró nicowania toksoplazmozy wczesnej i przewlek ej. Zdolno

wyprodukowanych antygenów do oddzia ywania z przeciwcia ami specyficznymi

anty-T. gondii (pochodz cymi z dodatnich surowic ludzkich), a tym samym ich

przydatno  immunodiagnostyczn , okre lano z wykorzystaniem metody

Western blotting, testu ELISA i techniki immunochormatograficznej.

6.7.1. Test Western blotting

Wykonano testy Western blotting z u yciem surowic ludzkich, które

pobrano do pacjentów z wczesn  i pó  toksoplazmoz  [Metody 5.11.1]. W

ka dym do wiadczeniu prowadzono kilka analogicznych rozdzia ów

elektroforetycznych bia ek w 12% elach poliakrylamidowych, w warunkach

denaturuj cych [Metody 5.6.2]. Jeden el barwiono, a pozosta e

wykorzystywano do transferu bia ek na b ony nitrocelulozowe. W kolejnym

etapie b ony umieszczano w roztworze blokuj cym, a nast pnie inkubowano z

surowicami ludzkimi. Po wykonaniu p ukania b ony inkubowano z

drugorz dowymi przeciwcia ami anty-ludzkimi IgG wyznakowanymi
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peroksydaz  chrzanow  oraz wywo ywano roztworem diaminobenzydyny (Rys.

52 i 53). Ponadto przeprowadzono rozdzia y elektroforetyczne, w których kilka

antygenów rekombinantowych o ró nych masach cz steczkowych, rozdzielano

w jednej studzience elu poliakrylamidowego. Nast pnie wykonywano transfer

bia ek na b on  nitrocelulozow  i post powano w sposób analogiczny – opisany

wcze niej (Rys. 54).

Rys. 52. Wyniki testów Western blotting z u yciem dodatnich surowic ludzkich:
(A) o niskiej awidno ci – toksoplazmoza wczesna; (B), (C), (D) o wysokiej awidno ci –
toksoplazmoza przewlek a.

          cie ki:
  M –  marker wielko ci (Fermentas)
  1 –  preparat oczyszczonego bia ka MAG1

2 –  preparat oczyszczonego bia ka MIC3
3 –  preparat oczyszczonego bia ka GRA9
4 –  preparat oczyszczonego bia ka GRA4

A)
   M   1    2     3    4

IgM +, IgG + / niska awidno
Toksoplazmoza wczesna (ostra)

B)
   M   1    2     3    4

IgM +, IgG + / wysoka awidno
Toksoplazmoza przewlek a

C)
   M   1     2    3     4

IgM -, IgG > 300 IU / wysoka
awidno

Toksoplazmoza przewlek a

D)
   M   1     2    3     4

IgM -, IgG = 48 IU / wysoka
awidno

Toksoplazmoza przewlek a



135

Rys. 53. (A) Rozdzia  elektroforetyczny wybranych  bia ek rekombinantowych T.
gondii w 12% elu poliakrylamidowym (SDS-PAGE). Wyniki testów Western blotting z

yciem surowic ludzkich: (B) o niskiej awidno ci (toksoplazmoza wczesna), (C) o
wysokiej awidno ci (toksoplazmoza przewlek a).

Rys. 54. Wyniki testów Western blotting z u yciem dodatnich surowic ludzkich
pobranych od pacjentów z toksoplazmoz  wczesn  i przewlek  uzyskane dla 6
wybranych rekombinantowych bia ek antygenowych T. gondii

C)B)

A)

  M    1     2

IgM -, IgG = 40 IU/ml
Toksoplazmoza przewlek a

  M    1     2

IgM +, IgG = 300 IU/ml
Toksoplazmoza wczesna

GRA4

GRA2

SAG4

  M    1     2

BSR4

MAG1
BAG1

A) B) C)
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Zastosowana metoda Western blotting polegaj ca na przeniesieniu

bia ek rozdzielonych w elu poliakrylamidowym na membran , a nast pnie

immunodetekcji (czyli wykrywaniu okre lonego antygenu bia kowego za

pomoc  swoistych przeciwcia ) pozwoli a wst pnie oszacowa  przydatno

immunodiagnostyczn  wyprodukowanych antygenów paso yta. Powsta e

kompleksy antygen-przeciwcia o (antytoksoplazmozowe) zosta y uwidocznione

na b onie dzi ki zastosowaniu przeciwcia  II-rz dowych (anty-ludzkich IgG)

wyznakowanych peroksydaz  chrzanow , katalizuj  reakcj  przeniesienia

elektronów z chromogenu (DAB – substrat daj cy barwny produkt) na H2O2.

Powstaj cy produkt by  barwy brunatnej, a w przypadku zastosowania jonów

niklu (zwi kszaj cych intensywno  barwy), produkt posiada  zabarwienie

szaro-niebieskie.

Otrzymane bia ka rekombinantowe T. gondii wykaza y ró  reaktywno

z przeciwcia ami pochodz cymi z surowic ludzkich osób chorych na

toksoplazmoz . Sygna y na b onach, pochodz ce od powsta ych kompleksów

poszczególnych bia ek z przeciwcia ami, ró ni  si  w zale no ci od

zastosowanej próbki surowicy. Antygeny silniej reaguj  z surowicami

zawieraj cymi wysokie miano przeciwcia  anty-T. gondii klasy IgG, które

pobrane by y od pacjentów znajduj cych si  w tzw. fazie podostrej lub w

pocz tku fazy przewlek ej toksoplazmozy. Niektóre z bia ek antygenowych (np.

MAG1, GRA2, ROP1 i P35) wykaza y wysok  reaktywno  z próbkami surowic

osób chorych na toksoplazmoz  wczesn . Wyniki te da y bardzo obiecuj cy

pocz tek selekcjonowaniu tzw. markerów molekularnych fazy choroby, z

których najlepsze rezultaty uzyskano dla bia ka rekombinantowego macierzy

cyst tkankowych MAG1 (Rys. 55).
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Rys. 55. Wyniki testów Western blotting uzyskane dla antygenu
rekombinantowego MAG1 z zastosowaniem trzech pul surowic od pacjentów: (A) z
wczesn , (B) przewlek  toksoplazmoz , (C) zdrowych.

Z zastosowaniem metody Western blotting zdecydowanie trudniej jest

wykrywa  immunoglobuliny klasy G wyst puj ce w surowicach pacjentów,

którzy przechodzili toksoplazmoz  kilka/kilkana cie lat wcze niej. W próbkach

takich surowic jest bardzo niskie miano przeciwcia  antytoksoplazmozowych

(zazwyczaj poni ej 50 IU/ml). Test Western blotting w tym przypadku posiada

zbyt nisk  czu , a ponadto uk ad immunologiczny ka dego pacjenta inaczej

reaguje na przebyte zara enie, wi c trudno jest zdefiniowa  pojedynczy

antygen, który w tej metodzie b dzie rozpoznawa  przeciwcia a ze wszystkich

próbek surowic. Z tego wzgl du w przypadku diagnostyki zara T. gondii

bardziej przydatny jest test ELISA, charakteryzuj cy si  wi ksz  czu ci  i

mo liwo ci  tworzenia mieszanek bia ek antygenowych, które umo liwi

diagnozowanie wszystkich przypadków toksoplazmozy.

6.7.2. Test ELISA

Wykonano test po redni ELISA, w którym studzienki mikrop ytki

op aszczano wyprodukowanymi bia kami rekombinantowymi paso yta, a

nast pnie dodawano surowice (zawieraj ce przeciwcia a anty-T. gondii)

pacjentów przechodz cych wczesn  lub przewlek  faz  choroby oraz surowice

osób zdrowych [Metody 5.11.2]. W pierwszej kolejno ci przetestowano ka dy z

antygenów oddzielnie, a nast pnie tworzono mieszanki ró nych bia ek.

W celu sprawdzenia w asno ci antygenowych otrzymanych bia ek

rekombinantowych wykonano testy po rednie ELISA. Na mikrop ytkach

immobilizowano poszczególne antygeny paso yta, które wcze niej poddano

A) B) C)
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miareczkowaniu w celu doboru optymalnej ilo ci nanoszonego bia ka. Do testu

ELISA wykorzystano surowice pozytywne (zawieraj ce przeciwcia a anty-T.

gondii) pobrane od pacjentów chorych na toksoplazmoz  oraz surowice

negatywne, pochodz ce od osób zdrowych.

6.7.2.1. Miareczkowanie antygenów rekombinantowych

Wykonano test po redni ELISA z wykorzystaniem oczyszczonych

rekombinantowych bia ek antygenowych w czterech rozcie czeniach (10 g/ml,

5 g/ml, 2,5 g/ml, 1 g/ml) w celu doboru optymalnego st enia stosowanych

antygenów. Zastosowano dziewi  surowic (rozcie czonych 1:100), które

podzielono na 3 grupy: I – surowice dodatnie z wysokim mianem przeciwcia

klasy IgG, II – surowice dodatnie z niskim mianem przeciwcia  klasy IgG oraz III

– surowice ujemne nie zawieraj ce przeciwcia  anty-T. gondii (pobrane od

pacjentów zdrowych). Jako kontrol  pozytywn  wykonanego testu zastosowano

mieszank  antygenów rekombinantowych GRA1, GRA7 i SAG1 (o st eniu 10

g/ml ka dy), przetestowan  na puli surowic we wcze niejszych badaniach

[Hiszczy ska-Sawicka i wsp., 2003], poliwalentny antygen natywny (TLA) o

st eniu 1 g/ml, a jako kontrol  negatywn  oczyszczony metod

chromatografii metalopowinowactwa lizat komórek E. coli. Wyniki testu

uzyskane dla trzech antygenów rekombinantowych (GRA4, MIC3 i ROP1) i

wybranych 3 surowic dodatnich i jednej ujemnej przedstawiono w postaci

wykresów kolumnowych (Rys. 56).

B)A)
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Rys. 56. Wykresy kolumnowe przedstawiaj ce zale no  absorbancji od st
poszczególnych antygenów rekombinantowych (    10 µg/ml;    5 µg/ml;     2,5 µg/ml;
.  1 µg/ml) uzyskane dla trzech surowic dodatnich (1 – IgM+, IgG>300 IU/ml; 2 – IgM-,
IgG=150 IU/ml, 3 – IgM-, IgG=43 IU/ml) i jednej ujemnej (4): (A) antygen GRA4; (B)
antygen MIC3; (C) antygen ROP1; (D)    mieszanka antygenów (GRA1, GRA7 i SAG1),
.   poliwalentny antygen natywny oraz     oczyszczony lizat E. coli.

Przeprowadzone do wiadczenia pokaza y, i  rozcie czanie antygenów

rekombinantowych nie wyp ywa znacz co na stopie  ich reaktywno ci

(mierzony wielko ci  absorbancji) z przeciwcia ami anty-T. gondii

pochodz cymi z surowic pacjentów chorych na toksoplazmoz . W przypadku

stosowania surowicy ujemnej, która nie zawiera przeciwcia  specyficznych,

wa ne jest, aby uzyskiwa  w te cie ELISA jak najni szy sygna wiadcz cy o

negatywnym wyniku badania. W wi kszo ci przypadków zastosowanych

antygenów zaobserwowano, i  ich poziom reaktywno ci (w przypadku surowic

pacjentów zdrowych), maleje wraz z ich rozcie czaniem. Zatem korzystne jest,

z ekonomicznego i diagnostycznego punktu widzenia, stosowanie antygenów

bardziej rozcie czonych. W zwi zku z tym do dalszych bada  stosowano

rekombinantowe bia ka antygenowe o st eniu 1 µg/ml.

6.7.2.2. Wyznaczenie wspó czynnika odci cia („cutoff”)

W celu wyznaczenia granicznej warto ci absorbancji, powy ej której

wszystkie wyniki (uzyskane dla surowic zawieraj cych przeciwcia a anty-T.

gondii) mog  by  uznane za dodatnie wykonano test po redni ELISA z

wykorzystaniem surowic ujemnych, zgodnie z procedur  opisan  w punkcie

5.11.2. Do op aszczenia p ytek wykorzystano oczyszczone antygeny

rekombinantowe o st eniu 1 g/ml ka dy, poliwalentny antygen natywny o

st eniu 1 g/ml oraz oczyszczony lizat E. coli. Obliczono odchylenie

standardowe oraz warto redni  wykonanych pomiarów absorbancji dla

C) D)
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zastosowanej puli surowic ujemnych pochodz cych od zdrowych pacjentów.

Warto  wspó czynnika odci cia, czyli graniczna warto  absorbancji (tzw. linia

„cutoff”) zosta a obliczona wed ug nast puj cego wzoru:

cutoff = warto rednia + dwa odchylenia standardowe

Obliczone graniczne warto ci absorbancji mie ci y si  w przedziale od 0,15 do

ok. 0,7. Warto ci te by y uzale nione od czysto ci zastosowanych preparatów

antygenowych oraz od u ytych do do wiadczenia próbek surowic negatywnych

pobranych od ró nych pacjentów. W surowicach ludzkich bardzo cz sto

znajduj  si  przeciwcia a anty-E. coli, które reaguj  niespecyficznie z bia kami

bakteryjnymi wyst puj cymi w niewielkiej ilo ci w preparatach oczyszczonych

antygenów rekombinantowych. Takie niespecyficzne oddzia ywanie wp ywa na

warto ci mierzonych abosorbancji a tym samym na wyznaczon  warto

„cutoff”.

6.7.2.3. Oszacowanie przydatno ci rekombinantowych antygenów T.
gondii w diagnostyce toksoplazmozy – test ELISA

Wykonano test ELISA zgodnie z procedur  opisan  w punkcie 5.11.2,

stosuj c rozcie czenie surowic 1:100 oraz wyprodukowane rekombinantowe

bia ka antygenowe o st eniu 1 µg/ml. W pierwszej kolejno ci testowano ka dy

z uzyskanych antygenów oddzielnie. Jako kontrol  zastosowano poliwalentny

antygen natywny (TLA) o st eniu 1 g/ml oraz frakcj  elucyjn  uzyskan

podczas oczyszczania (metod  chromatografii metalopowinowactwa) lizatu

komórek E. coli zawieraj cego plazmid pUET1. W te cie zastosowano pul

surowic pozytywnych (zawieraj cych przeciwcia a anty-T. gondii), zebranych w

ramach rutynowej diagnostyki toksoplazmozy oraz pul  14 surowic

seronegatywnych, która pos a do wyznaczenia warto ci „cutoff’”. Surowice

dodatnie zosta y podzielone na 2 grupy (ka da po 8 próbek), w zale no ci od

klasy i ilo ci zawartych w nich przeciwcia , które s  zwi zane z faz  choroby:

I GRUPA – surowice zawieraj ce przeciwcia a klasy IgM oraz wysokie

miano przeciwcia  klasy IgG o niskiej awidno ci (toksoplazmoza wczesna);

II GRUPA – surowice nie zawieraj ce przeciwcia  klasy IgM, zawieraj ce

ró ne miano przeciwcia  klasy IgG o wysokiej awidno ci (toksoplazmoza

przewlek a).

Wyniki przeprowadzonych testów zebrano i przedstawiono w tabeli 19.
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Tab. 19. Wyniki testu ELISA uzyskane dla poszczególnych antygenów
rekombinantowych.

SUROWICE
    ANTYGEN I GRUPA

(n = 8)
II GRUPA

(n = 8)
Razem
(n = 16)

Warto
„cutoff”

SAG1 A
B
C

6 (75%)
2,519
0,615-3,058

5 (62,5%)
0,696
0,437-0,793

11 (68,75%) 0,625

SAG2 A
B
C

8 (100%)
1,981
0,914-2,873

7 (87,5%)
1,249
0,535-1,82

15 (93,75%) 0,591

SAG4 A
B
C

4 (50%)
1,07
0,341-1,649

2 (25%)
0,457
0,225-1,545

6 (37,5%) 0,49

BSR4 A
B
C

4 (50%)
1,263
0,436-1,836

1 (12,5%)
0,514
0,285-0,677

5 (31,25%) 0,57

P35 A
B
C

8 (100%)
1,94
0,576-3,08

4 (50%)
0,953
0,381-1,58

12 (75%) 0,512

GRA1 A
B
C

8 (100%)
1,13
0,597-2,174

8 (100%)
0,962
0,617-2,415

16 (100%) 0,374

GRA2 A
B
C

8 (100%)
1,349
0,702-1,914

2 (25%)
0,643
0,314-1,72

10 (62,5%) 0,47

GRA4 A
B
C

5 (62,5%)
1,61
0,312-2,17

5 (62,5%)
0,638
0,278-1,127

10 (62,5%) 0,354

GRA5 A
B
C

4 (50%)
0,622
0,439-0,766

2 (25%)
0,547
0,314-0,698

6 (37,5%) 0,516

GRA6 A
B
C

7 (87,5%)
2,38
0,412-3,02

2 (25%)
0,475
0,275-1,037

9 (56,25%) 0,475

GRA7 A
B
C

7 (87,5%)
2,13
0,347-2,95

2 (25%)
0,454
0,331-0,738

9 (56,25%) 0,45

GRA9 A
B
C

6 (75%)
1,174
0,39-2,04

5 (56,25%)
0,750
0,365-1,97

11 (68,75%) 0,444

ROP1 A
B
C

8 (100%)
1,501
0,395-2,87

2 (25%)
0,44
0,253-1,16

10 (62,5%) 0,352

ROP9 A
B
C

3 (37,5%)
0,488
0,376-0,874

3 (25%)
0,463
0,265-0,635

6 (37,5%) 0,54

MIC1ex2 A
B
C

8 (100%)
0,917
0,487-2,05

7 (87,5%)
0,736
0,303-1,436

15 (93,75%) 0,361

MIC1ex3ex4 A
B
C

8 (100%)
0,892
0,474-1,97

3 (37,5%)
0,612
0,278-1,09

11 (68,75%) 0,376

MIC1 A
B
C

8 (100%)
1,074
0,445-2,11

1 (12,5%)
0,375
0,243-0,784

9 (56,25%) 0,389

MIC3 A
B
C

5 (62,5%)
0,634
0,272-1,759

4 (50%)
0,473
0,239-0,684

9 (56,25%) 0,313

BAG1 A
B
C

4 (50%)
0,886
0,386-1,248

4 (50%)
0,715
0,408-1,239

8 (50%) 0,46
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MAG1 A
B
C

8 (100%)
1,058
0,612-3,05

3 (37,5%)
0,594
0,334-1,16

11 (68,75%) 0,41

TLA A
B
C

8 (100%)
2,149
1,11-3,06

8 (100%)
2,132
1,981-3,02

16 (100%) 0,386

Lizat E. coli A
B
C

0
0,205
0,182-0,235

0
0,215
0,175-0,24

0 0,244

A – ilo  wyników dodatnich (procent)
B – rednia warto  absorbancji
C – zakres mierzonej absorbancji

Przeprowadzone badania z wykorzystaniem testu ELISA wykaza y, i

wyprodukowane antygeny rekombinantowe wykazuj  zró nicowany stopie

reaktywno ci z przeciwcia ami anty-T. gondii pochodz cymi od pacjentów

chorych na toksoplazmoz , co potwierdzi o wyniki uzyskane w przypadku

opisanego wcze niej testu Western blotting. Niektóre bia ka antygenowe

(SAG2, GRA1, MIC1ex2) charakteryzuj  si  wysok  reaktywno ci ,

porównywaln  z poliwalentnym antygenem natywnym (TLA). Reaktywno  ta

jest podobna dla dwóch grup zastosowanych surowic. Natomiast w przypadku

niektórych antygenów, np. nowo otrzymanych MAG1, ROP1, GRA2 oraz bia ek

z kolekcji Katedry Mikrobiologii (P35, GRA6 i GRA7), stwierdzono wi ksz

reaktywno  z przeciwcia ami anty-T. gondii klasy IgG zawartymi w surowicach

pacjentów z wczesn  toksoplazmoz . Inne uzyskane bia ka antygenowe (np.

GRA5, BSR4, SAG4, ROP9) reaguj  zdecydowanie s abiej z zastosowan  pul

surowic, co powoduje, i  maj  nisk  warto  immunodiagnostyczn . Jest to

spowodowane tym, i  w surowicach ludzkich specyficzne przeciwcia a

rozpoznaj ce wybrane antygeny mog  wyst powa  w bardzo niskim mianie lub

w ogóle nie s  produkowane przez uk ad immunologiczny danego pacjenta.

Niektóre antygeny mog  by  s abo eksponowane przez samego paso yta,

przez co s  „niewidoczne” dla uk adu odporno ciowego. W organizmie

gospodarza nie s  syntetyzowane przeciwcia a skierowane na takie antygeny,

co powoduje, e w surowicy pacjentów brakuje specyficznych przeciwcia

rozpoznaj cych dane bia ko antygenowe. Ponadto, ka dy uk ad

immunologiczny reaguje indywidualnie na przebyte zara enie i w przypadku

niektórych osób miano przeciwcia  antytoksoplazmozowych skierowanych na

poszczególne antygeny mo e by  bardzo zró nicowane.
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Dla nowo otrzymanych antygenów rekombinantowych (MAG1, ROP1 i

GRA2), w przypadku których stwierdzono odmienn  reaktywno  z próbkami

surowic pobranych od pacjentów z toksoplazmoz  wczesn  i przewlek ,

przeprowadzono dodatkowe testy ELISA z wykorzystaniem puli 117 surowic.

Zastosowana pula surowic zosta a podzielona na 3 grupy:

I GRUPA – 37 surowic pobranych od pacjentów z wczesn

toksoplazmoz , które zawiera y przeciwcia a klasy IgM i IgA oraz wysokie

miano przeciwcia  IgG o niskiej awidno ci (33 próbki) lub granicznej (4 próbki);

II GRUPA – 80 surowic pobranych od pacjentów z przewlek

toksoplazmoz , które posiada y przeciwcia a klasy IgG o wysokiej awidno ci

oraz nie zawiera y przeciwcia  klasy IgM;

III GRUPA – 10 surowic pobranych od pacjentów zdrowych, które nie

zawiera y przeciwcia  anty-T. gondii.

Jako kontrol  testu zastosowano poliwalentny antygen natywny (TLA).

Grupa III surowic seronegatywnych pos a do wyznaczenia granicznej

warto ci absorbancji („cutoff”), która wynosi a odpowiednio dla antygenu MAG1

– 0,27, GRA2 – 0,157, ROP1 – 0,236 i dla TLA – 0,22. Otrzymane wyniki

zosta y przedstawione w postaci wykresów kolumnowych (Rys. 57).

A)

B)
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Rys. 57. Wykresy kolumnowe przedstawiaj ce reaktywno ci: (A) antygenu
MAG1, (B) TLA, (C) GRA2 i (D) ROP1 z przeciwcia ami anty-T. gondii zawartymi w
surowicach pacjentów z toksoplazmoz  wczesn  (kolumny niebieskie) i z
toksoplazmoz  przewlek  (kolumny zielone). Pozioma linia oznacza warto  „cutoff”.

Przeprowadzone badania pozwoli y wyselekcjonowa  tzw. potencjalne

markery molekularne. Jednym z najlepiej ró nicuj cych fazy choroby

antygenem okaza o si  bia ko macierzy cyst tkankowych MAG1, które by o

cz ciej rozpoznawane przez przeciwcia a surowic pobranych od pacjentów z

wczesn  toksoplazmoz  (36 wyników pozytywnych - 97,3%) ni  w przypadku

przeciwcia  pochodz cych z surowic osób przechodz cych przewlek  faz

choroby (6 wyników pozytywnych - 7,5%) [Holec i wsp., 2007]. Równie

obiecuj ce wyniki otrzymano dla antygenu granul o du ej g sto ci GRA2 i

bia ka roptrii ROP1. Bia ko antygenowe GRA2 w 100% reagowa o z

zastosowan  pul  37 surowic z wczesn  toksoplazmoz  i jedynie z 18

surowicami z przewlek ej fazy choroby (22,5%). ROP1 natomiast wykaza

reaktywno  z 35 surowicami grupy I (94,6%) oraz 12 surowicami grupy II

C)

D)
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(15%). Ró nicowania fazy choroby nie obserwowano w przypadku stosowania

poliwalentnego antygenu natywnego (TLA), który reagowa  porównywalnie z

przeciwcia ami anty-T. gondii z dwóch grup surowic. Dla TLA uzyskano 36

pozytywnych wyników dla grupy I surowic (97,3%) i 69 dla grupy II (86,25%).

Badania te potwierdzi y, i  stosowany w testach komercyjnych tzw. antygen

natywny nie jest w stanie zró nicowa  fazy choroby, a ponadto pozwoli y

wyselekcjonowa  markery molekularne fazy wczesnej toksoplazmozy.

Przeprowadzono tak e badania z wykorzystaniem trzech fragmentów

tego samego bia ka mikronem: MIC1ex2 (cz ci N-ko cowej, kodowanej przez

ekson 2), MIC1ex3ex4 (cz ci C-ko cowej, kodowanej przez eskon 3 i 4) oraz

MIC1 (ca ego antygenu bez sekwencji sygnalnej na N-ko cu) na puli 122

surowic. Surowice podzielono na 3 g ówne grupy:

I GRUPA – 26 surowic pobranych od pacjentów z wczesn

toksoplazmoz , które zawiera y przeciwcia a klasy IgM i IgA oraz wysokie

miano przeciwcia  IgG o niskiej awidno ci;

II GRUPA – 72 surowice pobrane od pacjentów z przewlek

toksoplazmoz , które posiada y przeciwcia a klasy IgG o wysokiej awidno ci

oraz nie zawiera y przeciwcia  klasy IgM, grupa ta zosta a podzielona

dodatkowo na 3 podgrupy (IIA – 22 surowice z wysokim mianem IgG, IIB – 26

surowic ze rednim mianem IgG, IIIC – 24 surowice z niskim mianem IgG);

III GRUPA – 24 surowice pobrane od pacjentów zdrowych, które nie

zawiera y przeciwcia  anty-T. gondii.

Surowice seronegatywne wykorzystano do wyznaczenia granicznej

warto ci absorbancji, która wynosi a odpowiednio dla antygenu MIC1ex2 –

0,316, dla MIC1ex3ex4 – 0,196, dla MIC1 – 0,192. Uzyskane wyniki

przedstawiono w tabeli 20.
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Tab. 20. Wyniki testu ELISA uzyskane dla trzech fragmentów bia ka MIC1. W
tabeli przedstawiono ilo  wyników pozytywnych otrzymanych dla poszczególnych
grup surowic.

Surowice

Grupa II - toksoplazmoza przewlek a
(n = 72)

Antygen
Grupa I –

t. wczesna
(n = 26)

Grupa IIA
(n = 22)

Grupa IIB
(n = 26)

Grupa IIC
(n = 24)

Razem
Negatywne

(n = 24)

MIC1ex2 25 (96,1%) 18 (81,8%) 16 (61,5%) 20 (83,3%) 54 (75%) 0

MIC1ex3ex4 26 (100%) 19 (86,4%) 12 (46,1%) 7 (29,2%) 38 (52,7%) 0

MIC1 26 (100%) 17 (77,3%) 7 (26,9%) 2 (8,3%) 26 (36,1%) 0

Przeprowadzone badania wykaza y, i  ró ne fragmenty tego samego

antygenu reaguj  w inny sposób z zastosowanymi surowicami w te cie ELISA

(Tab. 20). Bia ka MIC1 wykazuj  wysok  reaktywno  z przeciwcia ami klasy

IgG zawartymi w surowicach grupy I (pacjenci z wczesn  toksoplazmoz ).

Natomiast przeciwcia a anty-T. godnii klasy IgG o wysokiej awidno ci (grupa II

surowic) najlepiej rozpoznawane s  przez N-ko cowy fragment bia ka MIC1

(MIC1ex2) – 75%. Znacznie s abiej przez fragment C-ko cowy (MIC1ex3ex4) –

52,7% i przez ca y antygen MIC1 (36,1%). Ponadto wraz ze zmniejszaj cym si

mianem przeciwcia  klasy IgG (grupy od IIA do IIC) zaobserwowano

zmniejszaj  si  reaktywno  antygenów. We fragmencie bia ka

rekombinantowego kodowanego przez ekson 2 genu mic1 (MIC1ex2) znajduje

si  tzw. domena TRS1-1, która w kompleksie adhezyjnym trzech bia ek

MIC6/1/4 odpowiedzialna jest za oddzia ywanie z komórk  gospodarza, co

przedstawiono na rysunku 11. Ten fragment antygenu jest najlepiej

eksponowany w powsta ym kompleksie adhezyjnym paso yta w momencie

inwazji do wn trza komórki gospodarza. Najprawdopodobniej z tego powodu

przeciwcia a lepiej rozpoznaj  t  cz  antygenu. Stopie  reaktywno ci

ka dego z bia ek antygenowych jest uzale niony od ilo ci i si y determinant

antygenowych wyst puj cych w danym fragmencie bia ka, poniewa  te

sekwencje s  odpowiedzialne za tworzenie kompleksów antygen-przeciwcia o.

Z tego powodu w przypadku produkcji bia ek rekombinantowych, które b

wykorzystywane do diagnostyki, mo na racjonalnie w oparciu o wiedz

mechanizmów patogenezy wybiera  fragmenty antygenów (zawieraj ce silne
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sekwencje epitopowe) bez konieczno ci otrzymania ca ego bia ka. Ponadto,

produkcja w bakteryjnych systemach ekspresyjnych mniejszych fragmentów

bia ek bardzo cz sto jest korzystniejsza ni  otrzymanie antygenów

zawieraj cych ca  sekwencj  aminokwasow  bia ka dzikiego typu.

6.7.2.4. Zastosowanie mieszanek rekombinantowych bia ek T. gondii w
te cie ELISA

W nast pnym etapie pracy badawczej przetestowano w te cie ELISA

kilkana cie ró nych zestawów bia ek otrzymanych poprzez zmieszanie

poszczególnych antygenów rekombinantowych. Stosowanie mieszanek

odpowiednio dobranych antygenów mo e by  korzystne dla uzyskania jak

najczulszego testu serologicznego, który pozwoli diagnozowa  wszystkie

przypadki toksoplazmozy (co jest bardzo trudne w przypadku stosowania

pojedynczego antygenu). W tym celu przygotowywano ró ne koktajle

antygenów, z których ka dy sk ada  si  z trzech bia ek rekombinantowych o

st eniu 1 g/ml (rozcie czonych w buforze w glanowym). Tak

przygotowanymi mieszankami zosta y op aszczone studzienki na mikrop ytce, a

nast pnie post powano wed ug procedury opisanej w punkcie 5.11.2. W te cie

ELISA wykorzystano 24 surowice podzielone na 3 grupy, ka da po 8 próbek (od

osób z wczesn  toksoplazmoz , przewlek  i od pacjentów zdrowych).

Przeprowadzone badania umo liwi y wyselekcjonowanie dwóch typów

mieszanek bia ek antygenowych. Pierwszy typ (bia ka GRA2/GRA4/GRA9 oraz

P35/SAG2/GRA6) wykrywa przeciwcia a antytoksoplazmozowe, zawarte w

surowicach osób przechodz cych faz  wczesn  i przewlek , z tak  sam

czu ci  jak poliwalentny antygen natywny (Rys. 58 A i B). Drugi typ

zaproponowanych mieszanek antygenów (P35/ROP1/GRA2 oraz

P35/ROP1/MAG1) lepiej rozpoznaje przeciwcia a anty-T. gondii zawarte w

próbkach surowic pobranych od pacjentów z wczesn  toksoplazmoz  (Rys. 58

C i D). Te wyniki wskazuj  jednoznacznie na mo liwo  opracowania dobrego

narz dzia diagnostycznego rozpoznaj cego tzw. faz  ostr  choroby.

Konstrukcja takiego testu wymaga jednak jeszcze wielu dodatkowych bada  na

du ej grupie surowic oraz walidacji.
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Rys. 58. Wykresy kolumnowe przedstawiaj ce warto ci absorbancji uzyskane
dla czterech mieszanek antygenów: (A) GRA2/GRA4/GRA9, (B) P35/SAG2/GRA6, (C)
P35/ROP1/GRA2, (D) P35/ROP1/MAG1. Kolumny niebieskie – próbki surowic od
pacjentów z wczesn  toksoplazmoz , kolumny zielone – próbki surowic od pacjentów z
przewlek  toksoplazmoz ; pozioma czerwona linia – warto  „cutoff” (A – 0,51; B –
0,45; C – 0,46; D – 0,53).

6.7.3. Test immunochromatograficzny

Otrzymane bia ka rekombinantowe zosta y tak e wykorzystane do

konstrukcji prototypu testu paskowego wykorzystuj cego metod

immunochromatografii. Schematyczna budowa opracowanego testu zosta a

przedstawiona na rysunku 59.

Rys. 59. Schematyczna budowa paskowego testu immunochormatograficznego.
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Test immunochromatograficzny jest prostym testem paskowym

wykorzystuj cym b on  nitrocelulozow , z naniesionymi (w postaci cienkiej linii,

lub kropki) wyselekcjonowanymi antygenami rekombinantowymi paso yta (linia

testu) oraz odpowiednimi immunoglobulinami zdolnymi do tworzenia

kompleksów z przeciwcia ami wyznakowanymi z otem koloidalnym (linia

kontrolna). W sk ad paska testowego wchodz  dwie podk adki z celulozy (ang.

sample pad, absorption pad) oraz jedna z w ókna szklanego (ang. conjugate

pad) [Materia y 4.14]. W opracowanym prototypie testu paskowego na w óknie

szklanym rozpylono przeciwcia a kozie anty-ludzkie IgG wyznakowane z otem

koloidowym [Materia y 4.14]. Po zanurzeniu paska testowego w badanej próbce

lub naniesieniu próbki bezpo rednio na pasek zachodzi jej migracja najpierw

przez podk adki, a nast pnie próbka migruje w nitrocelulozie. W przypadku

surowic osób chorych na toksoplazmoz  zawarte w próbce przeciwcia a anty-T.

gondii migruj c wi  si  najpierw z wyznakowanymi przeciwcia ami IgG anty-

ludzkimi, a nast pnie powsta e kompleksy reaguj  z naniesionymi na b onie

bia kami rekombinantowymi. Dodatni wynik reakcji widoczny jest w postaci

ciemnoró owego pr ka (lub paska) w miejscu, gdzie zosta  wcze niej

naniesiony antygen. O prawid owym wykonaniu testu informuje tzw. linia

kontrolna. W opracowanym pasku testowym w miejscu tej linii naniesiono

przeciwcia a królicze anty-kozie IgG, które cz  si  z migruj cymi w próbce

przeciwcia ami wyznakowanymi z otem niezale nie od wyniku testu.

Interpretacja uzyskanych wyników w takim te cie jest bardzo prosta (Rys. 60).

Rys. 60. Interpretacja wyników paskowego testu immunochromatograficznego.
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Opracowywany test paskowy b dzie przedmiotem zg oszenia

patentowego, z tego powodu w przed onej rozprawie doktorskiej nie

zamieszczono rodzaju bia ek rekombinantowych T. gondii wybranych do testu

oraz ilo ci poszczególnych reagenów. Skonstruowany pasek testowy oraz

przyk adowe wyniki uzyskane dla trzech surowic pacjentów: zdrowego i dwóch

chorych na toksoplazmoz  (zawieraj cych ró ne miano przeciwcia  klasy IgG)

przedstawiono na rysunku 61.

Rys. 61. Test immunochromatograficzny: (A) pasek testowy, (B) wynik testu –
surowica negatywna, (C) wynik testu – surowica pozytywna (IgM-, IgG=155 IU/ml), (D)
wynik testu – surowica pozytywna (IgM+, IgG=300 IU/ml).

Zastosowana metoda immunochromatograficzna posiada wiele zalet,

mi dzy innymi: bardzo krótki czas oczekiwania na wynik (10-15 minut) oraz

atwo  wykonania. Przeprowadzenie testu nie wymaga zaplecza

laboratoryjnego, skomplikowanego sprz tu i specjalistycznych odczynników,

poniewa  wszystkie reagenty znajduj  si  na skonstruowanym pasku, który w

momencie wykonywania testu zanurzany jest w badanej próbce odpowiednio

rozcie czonej w buforze PBS [Materia y 4.10]. Jednak podstawowym

ograniczeniem tego typu testów jest ich stosunkowo niska czu . Jest to

spowodowane tym, i  w technice tej nast puje szybki przep yw badanej próbki

B) C) D)A)

bia ko antygenowe

bia ko antygenowe

przeciwcia a królicze
anty-kozie IgG

miejsce naniesienia
próbki surowicy
(ang. sample pad)

przeciwcia a kozie
anty-ludzkie IgG*Au
(ang. conjugate pad)

podk adka absorpcyjna
(ang. absorption pad)
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przez pasek nitrocelulozy. Krótkotrwa  kontaktu antygen-przeciwcia o

umo liwia jedynie powstanie wi za  o wysokim powinowactwie. Z jednej strony

mo e to by  przyczyn  nieznacznie obni onej czu ci (np. w stosunku do testu

ELISA, w którym ma miejsce d ugotrwa a inkubacja badanego materia u z

antygenem op aszczonym w fazie sta ej), z drugiej jednak strony metoda ta

utrudnia niespecyficzne wi zanie innych przeciwcia , nieswoistych dla danego

antygenu.

Uzyskane wyniki dotycz ce konstrukcji i zastosowania prostego testu

paskowego (opartego o metod  immunochromatograficzn ) w diagnostyce

toksoplazmozy s  obiecuj ce. Z tego wzgl du prowadzone badania maj

zako czy  si  opracowaniem i wdro eniem testu paskowego, który b dzie

dost pny w wolnej sprzeda y aptecznej. Jednak zanim to nast pi konieczne

jest dopracowanie otrzymanego prototypu testu oraz wykonanie walidacji, co

dzie przedmiotem bada  prowadzonych w nast pnych latach.
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7. Wnioski ko cowe i perspektywy zwi zane z tematyk  pracy
 Badania przeprowadzone w przed onej rozprawie doktorskiej maj

przede wszystkim znaczenie aplikacyjne, dostarczaj  bowiem konkretnych

produktów biotechnologicznych (kilkunastu bia ek antygenowych paso yta T.

gondii) o u yteczno ci immunodiagnostycznej. Opracowana wydajna i tania

technologia produkcji nowych rekombinantowych bia ek T. gondii posiada wiele

zalet, mi dzy innymi s  to: niskie koszty prowadzenia hodowli, znaczna

wydajno  produkcji antygenów oraz zastosowanie jednoetapowego

oczyszczania z wykorzystaniem prostej metody chromatografii

metalopowinowactwa. Przeprowadzone testy immunologiczne (metoda Western

blotting i ELISA) pokaza y du  warto  diagnostyczn  wyprodukowanych

bia ek. Ponadto, pozwoli y wyselekcjonowa  tzw. markery molekularne fazy

toksoplazmozy. Spo ród otrzymanych antygenów wysok  reaktywno  z

przeciwcia ami klasy IgG o niskiej awidno ci (zawartymi  w surowicach

pacjentów z wczesn  toksoplazmoz ) uzyskano dla bia ek MAG1, ROP1 oraz

GRA2. Zaproponowano mieszanki antygenów s ce do wykrywania i

ró nicowania faz choroby. Opracowano tak e prototyp prostego,

immunochromatograficznego testu paskowego, który po dopracowaniu i

zwalidowaniu zostanie wdro ony jako szybki test do wykrywania przeciwcia

antytoksoplazmozowych u osób zara onych paso ytem.

 Konstrukcja i pokazanie u yteczno ci nowych narz dzi (antygenów

rekombinantowych) w serodiagnostyce toksoplazmozy jest du ym post pem w

prowadzonych badaniach, które maj  na celu opracowanie nowych, ta szych i

przede wszystkim rozpoznaj cych wszystkie przypadki toksoplazmozy

zestawów diagnostycznych. Wykorzystanie testów diagnostycznych opartych

na wyselekcjonowanych markerach antygenów rekombinantowych, daje nowe

mo liwo ci wiarygodnej diagnostyki toksoplazmozy, szczególnie u kobiet

ci arnych stanowi cych, obok osób z os abion  funkcj  uk adu

immunologicznego, najwa niejsz  grup  pacjentów.

 Badania wykonane w przed onej rozprawie doktorskiej b

kontynuowane w ramach projektu grantowego Fundacji na Rzecz Wspierania

Polskiej Farmacji i Medycyny pt. „Konstrukcja serologicznych zestawów

diagnostycznych do wykrywania oraz ró nicowania toksoplazmozy wczesnej i
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przewlek ej”. Projekt ten dotyczy skonstruowania, przetestowania i walidacji

zestawów diagnostycznych opartych na wyprodukowanych antygenach

rekombinantowych paso yta, które b  mog y by  wdro one jako nowe testy

do wykrywania przeciwcia  antytoksoplazmozowych u osób zara onych T.

gondii. W ramach projektu grantowego planuje si  opracowanie 3 zestawów

diagnostycznych: (i) szybkiego testu paskowego opartego na metodzie

immunochromatograficznej lub/i metodzie slot blotting, który b dzie móg  by

dost pny w wolnej sprzeda y aptecznej; (ii) testu paskowego i (iii) testu ELISA

ró nicuj cych fazy choroby dzi ki wykorzystaniu specyficznych markerów

antygenowych.
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8. Opis stosowanych skrótów

AIDS zespó  nabytego niedoboru odporno ci (ang. acquired immunodeficiency
syndrome)

ang. z angielskiego

ATP adenozynotrifosforan

BCIP 5-bromo-4-chloro-3-indolilofosforan
BSA albumina osocza krwi bydl cej (ang. Bovine Serum Albumin)

Da dalton

DAB 3,3’ diaminobenzydyna

DNA kwas deoksyrybonukleinowy

EDTA sól sodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego

ELIFA test immunofiltracyjny (ang. Enzyme-Linked Immunofiltration Assay)
ELISA test immunoenzymatyczny (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

gr. z greckiego

GTP guanozynotrifosforan

HSP bia ko szoku termicznego (ang. Heat-Shock Protein)

IFN interferon

Ig immunoglobulina

IL interluekina

IPTG izopropylo-β-D-tiogalaktozyd
ISAGA test aglutynacji immunoabsorbcyjnej (ang. Immunosorbent Agglutination Assay)

IU jednostka mi dzynarodowa (ang. International Unit)

M st enie molowe [mol/dm3]

MCS miejsce wielokrotnego klonowania (ang. Multyply Cloning Site)

MHC ówny uk ad zgodno ci tkankowej (ang. Major Histocompatibility Complex)

NBT kit nitrotetrazolowy
PCR cuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)

pz par zasad

SDS sól sodowa siarczanu dodecylu

SDS-PAGE elektrofreza w elu poliakrylamidowym w warunkach denaturuj cych z u yciem
SDS (ang. SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

RBS miejsce wi zania RNA (ang. RNA Binding Site)

RNA kwas rybonukleinowy
Tc limfocyt T cytotoksyczny

TCR receptor limfocytu T (ang. T Cell Receptor)

Th limfocyt T pomocniczy

TLA poliwalentny antygen natywny (ang. Toxoplasma Lysate Antigen)

TNF czynnik martwicy nowotworu (ang. Tumor Necrosis Factor)

Tris tris[hydroksymetylo]aminometan
X-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indolilo- -D-galaktopiranozyd
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9. Dorobek naukowy. Nagrody i wyró nienia. Granty
Publikacje
1) Hiszczy ska-Sawicka E, Kur J, Pietkiewicz H, Holec L, G sior A, Myjak P.

Efficient production of the Toxoplasma gondii GRA6, p35 and SAG2
recombinant antigens and their applications in the serodiagnosis of
toxoplasmosis. Acta Parasitol. 2005. 50(3): 249-254.

2) Gatkowska J, Hiszczy ska-Sawicka E, Kur J, Holec L, D ugo ska H. Murine
experimental toxoplasmosis: an evaluation of diagnostic utility of
recombinant antigens. Exp. Parasitol. 2006. 114(3): 220-227.

3) Holec L, Hiszczy ska-Sawicka E, G sior A, Brillowska-D browska A, Kur J.
Use of MAG1 recombinant antigen for detection of Toxoplasma gondii
infection in humans. Clin. Vaccine Immunol. 2007. 14(3): 220-225.

4) Holec L, G sior A, Brillowska-D browska A, Kur J. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay using different fragments of recombinant microneme
protein 1 (MIC1) of Toxoplasma gondii for detection of immunoglobulin G
antibodies (manuskrypt publikacji w recenzji).

Doniesienia zjazdowe zwi zane z tematyk  pracy
1. Holec L, Hiszczy ska-Sawicka E, G sior A, Kur J. Rekombinantowe

antygeny Toxoplasma gondii – oszacowanie przydatno ci w
immunodiagnostyce. I Polski Kongres Genetyki (Gda sk, 6-9 IX 2004).
2004: 212. ISBN: 83-920827-2-0.

2. Holec L, Hiszczy ska-Sawicka E, G sior A, Kur J. Konstrukcja bakteryjnych
systemów ekspresyjnych do produkcji rekombinantowych bia ek
antygenowych (SAG4, ROP1, GRA2) Toxoplasma gondii do
immunodiagnostyki. 2004, tom 43, suplement 1: 120. XXV Jubileuszowy
Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów. (Bydgoszcz, 23-25 IX 2004).

3. Holec L. Klonowanie, ekspresja i oczyszczanie rekombinantowych bia ek
antygenowych (SAG4, ROP1 i GRA2) Toxoplasma gondii. Sesja
Sprawozdawcza Studium Doktoranckiego przy Wydziale Chemicznym
Politechniki Gda skiej. Gda sk, 23-24 IX 2004. 2004: 73. ISBN 83-919081-
3-5.

4. Holec L, G sior A, Zalewska B, Pi tek R, Bury K, Mróz M, Kur J.
Construction of expression systems and production of Toxoplasma gondii
recombinant antigens (MIC3, GRA4, GRA9) for the serodiagnosis of
toxoplasmosis. (II Ogólnopolska Konferencja pt. Biotechnologia
Molekularna; Gda sk, 14-15 X 2005). 2005: 40. ISBN 83-922424-1-6.

5. Holec L, Hiszczy ska-Sawicka E, G sior A, Kur J. Rekombinantowe bia ko
antygenowe MAG1 Toxoplasma gondii – zastosowanie w ró nicowaniu fazy
toksoplazmozy. (I Konferencja Naukowa Komitetu Mikrobiologii PAN pt.
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W.J.H. Kunicki-Goldfinger mikrobiolog – filozof – mistrz; Warszawa, 22 X
2005). Post py mikrobiologii, 2004, tom 43 (Supl. 1): 332.

6. Pietkiewicz H, Hiszczy ska-Sawicka E, Kur J, Holec L, Myjak P. Usefulness
of Toxoplasma gondii - specific recombinant antigens in serodiagnosis of
human toxoplasmosis. (II Ogólnopolska Konferencja pt. Biotechnologia
Molekularna; Gda sk 14-15 X 2005). 2005: 13. ISBN 83-922424-1-6.

7. Holec L. Konstrukcja systemów ekspresji rekombinantowych bia ek
antygenowych (MAG1, MIC3, GRA4, GAR9) Toxoplasma gondii do
immunodiagnostyki. Sesja Sprawozdawcza Studium Doktoranckiego przy
Wydziale Chemicznym Politechniki Gda skiej. Gda sk, 22-23 IX 2005.
2005: 85. ISBN: 83-922424-0-8.

8. Holec L. Antygeny rekombinantowe Toxoplasma gondii jako narz dzie w
diagnostyce toksoplazmozy. Sesja Sprawozdawcza Studium
Doktoranckiego przy Wydziale Chemicznym Politechniki Gda skiej. Gda sk,
25-26 IX 2006. 2006: 70. ISBN 83-922424-3-2.

9. Holec L. Antygeny rekombinantowe Toxoplasma gondii jako narz dzie w
diagnostyce toksoplazmozy. Sesja Naukowa – Doktoranci Politechniki
Gda skiej dla Gospodarki Innowacyjnej Regionu. Gda sk, 9 XI 2006. 2006:
60. ISBN 83-922424-5-9.

Pozosta e doniesienia zjazdowe
1. G sior A, Hiszczy ska-Sawicka E, Holec L, Kur J. Chimeryczne fimbrie typu

Dr-SAG1 – potencjalna szczepionka przeciwko toksoplazmozie. I Polski
Kongres Genetyki (Gda sk, 6-9 IX 2004). 2004: 212. ISBN: 83-920827-2-0.

2. G sior A, Holec L, Pi tek R, Zalewska B, Bury K, Mróz M, Kur J. Chimeric
Dr fimbriae with a GRA1 Toxoplasma gondii epitope – construction of a
potential vaccine. (II Ogólnopolska Konferencja pt. Biotechnologia
Molekularna; Gda sk 14-15 X 2005). 2005: 13. ISBN 83-922424-1-6 .

3. Bury K, Zalewska B, Pi tek R, Mróz M, Holec L, G sior A, Kur J.
Construction and analysis of DraE-AfaE-III hybrids – identification of amino
acids responsible for different motphological structures. (II Ogólnopolska
Konferencja pt. Biotechnologia Molekularna; Gda sk, 14-15 X 2005). 2005:
33. ISBN 83-922424-1-6.

4. Zalewska B, Pi tek R, Bury K, Mróz M, Holec L, G sior A, Kur J. Display of
Pk epitope of Simian Virus 5 by chimeric Dr fimbriae – construction of a
potential vaccine. (II Ogólnopolska Konferencja pt. Biotechnologia
Molekularna; Gda sk, 14-15 X 2005). 2005: 26. SBN 83-922424-1-6.

5. Pi tek R, Zalewska B, Bury K, Mróz M, Holec L, G sior A, Kur J. Analysis of
interaction between DraD invasin and DraE adhesin encoded by a dra gene
cluster of uropathogenic E. coli  Dr+ strain. (II Ogólnopolska Konferencja pt.
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Biotechnologia Molekularna; Gda sk, 14-15 X 2005). 2005: 21. ISBN 83-
922424-1-6.

6. Mróz M, Pi tek R, Zalewska B, Bury K, Holec L, G sior A, Kur J. Fimbriae
biogenesis – study of interaction between DraE adhesin, DraD invasin and
usher DraC. (II Ogólnopolska Konferencja pt. Biotechnologia Molekularna;
Gda sk, 14-15 X 2005). 2005: 20. ISBN 83-922424-1-6.

Nagrody i wyró nienia
1) Nagroda g ówna za najlepsz  prezentacj  M odego Genetyka (pod tytu em:

„Rekombinantowe antygeny Toxoplasma gonidii – oszacowanie przydatno ci
w immunodiagnostyce”) w sesji Genetyka Mikroorganizmów, podczas
Polskiego Kongresu Genetyki (Gda sk, 6-9 IX 2004)

2) Wyró nienie w konkursie o nagrod  im. Wac awa Szybalskiego za najlepsz
prac  M odego Biotechnologa (pod tytu em: „Construction of expression
systems and production of Toxoplasma gondii recombinant antigens (MIC3,
GRA4, GRA9) for the serodiagnosis of toxoplasmosis”) podczas II
Ogólnopolskiej Konferencji pt. Biotechnologia Molekularna (Gda sk, 14-15 X
2005).

3) Nagroda im. Prof. W. Kunickiego-Goldfingera za najlepsz  prac  (pod
tytu em: „Rekombinantowe bia ko antygenowe MAG1 Toxoplasma gondii –
zastosowanie w ró nicowaniu faz toksoplazmozy”) podczas I Konferencji
Naukowej Komitetu Mikrobiologii Polskiej Akademii Nauk pt. W.J.H. Kunicki-
Goldfinger mikrobiolog – filozof – mistrz, dla zespo u badawczego: Holec L.,
Hiszczy ska-Sawicka E., G sior A., Kur J. (Warszawa, 22 X 2005).

Wnioski grantowe
Opisywane badania by y cz ciowo finansowane przez Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wy szego w ramach projektu grantowego w asnego pt. „Produkcja
rekombinantowych bia ek Toxoplasma gondii (SAG4, ROP1, ROP9, GRA2,
GRA4, GRA5, MAG1, MIC3) i selekcja do ró nicowania fazy ostrej i przewlek ej
toksoplazmozy w testach serologicznych” nr 2 P04B 002 29.
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