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1. Cel pracy
Celem pracy byto opracowanie biotechnologicznej metody produkcji

kilkunastu rekombinantowych biatek antygenowych pasozyta Toxoplasma
gondii o uzytecznosci immunodiagnostycznej. Otrzymane preparaty antygenow
rekombinantowych postuzyty do oszacowania ich przydatnosci w konstrukcji
nowych zestawOw diagnostycznych wykrywania oraz roznicowania fazy
zarazenia T. gondii. Koncowym celem pracy bylo opracowanie prototypu
paskowego testu immunochromatograficznego wykrywajgcego przeciwciata
antytoksoplazmozowe u 0s6b zarazonych pasozytem.



2. Streszczenie
Toksoplazmoza jest chorobg odzwierzeca, wywotywang przez pasozyta

Toxoplasma gondii, wystepujacg u ludzi w postaci nabytej lub wrodzonej.
Szacuje sie, ze co najmniej 5x10® ludzi jest zarazonych tym pasozytem. W
przypadku os6b z prawidtowo funkcjonujgcym uktadem odpornosciowym
toksoplazmoza najczescie] przebiega bezobjawowo. Moze mie¢ natomiast
powazne nastepstwa u 0sOb z niedoborem odpornosci oraz po zarazeniu w
czasie rozwoju ptodowego (toksoplazmoza wrodzona). Zarazenia wrodzone
przebiegajg w réznych postaciach od bezobjawowych do ciezkich uszkodzenh
ptodu prowadzacych do samoistnego poronienia. Rozrdznienie wczesnhego
zarazenia i przewlektej inwazji ma kluczowe znaczenie dla kobiety w czasie
cigzy, poniewaz przyjmuje sie, iz jedynie pierwotne zarazenie stanowi powazne
zagrozenie dla ptodu. W rutynowej diagnostyce toksoplazmozy najszersze
zastosowanie majg testy immunoenzymatyczne (wykorzystujgce antygeny
natywne T. gondii, otrzymane z ptynu otrzewnowego zarazonych myszy lub z
kultur tkankowych in vitro), pozwalajgce na oznaczenie w badanych surowicach
przeciwciat klasy IgG, IgM i IgA. Interpretacja wynikow badan serologicznych w
niektérych przypadkach moze by¢ trudna i niewystarczajgca dla rozpoznania
fazy choroby. Z tego tez powodu prowadzone sg badania, w ktérych poszukuje
sie nowych narzedzi diagnostycznych mogacych znalez¢ zastosowanie w
testach serologicznych rozpoznajacych toksoplazmoze oraz réznicujacych jej
fazy.

W niniejszej pracy, bedacej kontynuacjg badah naukowych
prowadzonych od kilku lat w Katedrze Mikrobiologii, skonstruowano bakteryjne
systemy ekspresji dla kilkunastu rekombinantowych biatek antygenowych T.
gondii. Opracowane systemy pozwolity na otrzymanie miligramowych ilosci
antygenow z 1 litra hodowli po zastosowaniu jednoetapowego oczyszczania
metodg  chromatografii metalopowinowactwa. Uzyskano preparaty
rekombinantowych  biatek charakteryzujgce, sie stopniem czystosci
przekraczajgcym 92%. Przydatnos¢ diagnostyczng wyprodukowanych biatek
antygenowych oceniano na dobrze scharakteryzowanej puli surowic pacjentow
chorych na toksoplazmoze. Zastosowanie surowic pacjentdw przechodzacych
rézne fazy choroby (wczesng lub przewlekia) umozliwito wyselekcjonowanie

8



markeréw molekularnych fazy choroby, czyli biatek rozpoznajacych przeciwciata
antytoksoplazmozowe pojawiajgce sie wczesnie lub w pozniejszym okresie od
momentu zarazenia. Wytypowano trzy biatka antygenowe, MAG1, ROP1 oraz
GRA2, jako specyficznie reagujgce z surowicami pacjentdbw z wczesng
toksoplazmozg. Zaproponowano takze wykorzystanie w diagnostycznym tescie
ELISA mieszanek biatek rekombinantowych, GRA2/GRA4/GRA9 Iub
P35/SAG2/GRAG6, rozpoznajgcych przeciwciata anty-T. gondii z takg samag
czutoscig jak stosowany obecnie w testach komercyjnych tzw. poliwalentny
antygen natywny oraz mieszanek rozpoznajgcych faze wczesng choroby,
P35/ROP1/GRA2 lub P35/MAG1/ROP1. Opracowano takze prototyp prostego i
szybkiego w wykonaniu immunochromatograficznego testu paskowego do
wykrywania przeciwciat antytoksoplazmozowych u o0s6b zarazonych

pasozytem.



Summary

Toxoplasmosis, caused by intracellular protozoan parasite, Toxoplasma
gondii, is widely spread throughout the world. About 5x10® 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 1gG, 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/GRAG6) 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. Wstep
3.1. Toxoplasma gondii

3.1.1. T. gondii w swiecie organizméw zywych

Toxoplasma gondii jest obligatoryjnym,  wewnatrzkomorkowym
pasozytem zwierzat endotermicznych i cztowieka. Pasozyta tego (poczatkowo
nazwanego Laishmania gondii) opisali w 1908 roku Nicole i Manceaux u
poétnocnoafrykanskiego gryzonia Ctenodactylus gondii. Od nazwy tego zywiciela
oraz w nawigzaniu do ksztattu komorki pierwotniaka w postaci tuku (gr. toxon —
tuk) utworzono nazwe gatunkowg Toxoplasma gondii. Cechy morfologiczne i
biologiczne byty podstawg wtgczenia pasozyta do dziatu Protozoa, a w nim do
typu Apicomplexa. Poznanie ztozonego cyklu rozwojowego pozwolito na jego
sklasyfikowanie w obrebie gromady Coccidea (Rys. 1) [Cox, 1998; Cox, 2002].

Nadkrélestwo: Eucaryota
Krolestwo: Protista = Protoctista
Dziat: Protozoa pierwotniaki
Typ: Apicomplexa = Sporozoa = Telesporidia sporowce wasciwe
Gromada: Coccidea
Rzad: Eimerida
Rodzina: Eimeriidae
Rodzaj: Toxoplasma

Gatunek: Toxoplasma gondii

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

Przedstawiciele typu Apicomplexa, ktory obejmuje ponad piec tysiecy
gatunkdéw pasozytniczych pierwotniakéw, charakteryzujg sie swoistg struktura,
tzw. kompleksem apikalnym, biorgcym udziat w inwazji komérek gospodarza.
Poza rodzajem Toxoplasma do tego typu zaliczane sg ludzkie patogeny takie
jak: Plasmodium i Cryptosporidium, oraz pasozyty zwierzece Eimeria, Babesia,

Theileiria i Sarcocystis. Zdolno$¢ T. gondii do zasiedlania wszystkich komorek
12



jadrzastych, kosmopolityzm oraz wysoki odsetek zarazen zywicieli sprawity, iz
pierwotniak ten odnidst bardzo duzy sukces ekologiczny, ktory jest wynikiem
jego szczegolnych cech biologicznych. Do tych cech biologicznych zaliczy¢
nalezy przede wszystkim zdolnos¢ pasozyta do aktywnej penetracji i
zasiedlania komorek zywiciela z wytworzeniem bezpiecznej niszy (wakuoli
pasozytniczej), manipulowanie procesem apoptozy oraz indukowaniem zmian

reaktywnosci immunologicznej zywiciela [Diugonska, 2005].

3.1.2. Charakterystyka pasozyta

T. gondii wystepuje powszechnie u czlowieka oraz u prawie wszystkich
zwierzgt cieptokrwistych w postaci trzech form rozwojowych [Dubey i wsp.,
1998] (Rys. 2):

tachyzoitu — formy wegetatywnej pasozyta,

cysty tkankowej — zawierajgcej wewnatrz bradyzoity oraz

oocysty — formy przetrwalnej zwierajacej sporozoity.

Rys. 2. Formy rozwojowe T. gondii: (A) - tachyzoit T. gondii z zaznaczonymi
organellami komérkowymi (c — konoid; m — mikronemy; dg — granule o duzej gestosci;
r — roptrie; n — jadro; pv — wakuola pasozytnicza); (B) - cysta tkankowa zawierajaca
tysigce bradyzoitéw; (C) — oocysta T. gondii: cienka $ciana oocyst (strzatka); dwie
sporocysty (grot); sporozoity (podwojny grot) [Dubey i wsp., 1998].
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Tachyzoity (gr. tachys — szybko), to tzw. formy ,agresywne” pasozyta,
szybko dzielgce sie w jadrzastych komérkach zywicieli posrednich oraz w
komérkach nabtonka jelita zywiciela ostatecznego. Nazwa ta zostata
wprowadzona przez Frankela w 1973 i zastgpita termin trofozoit (gr. trophicos)
uzywany wczesniej do okreslenia tej formy rozwojowej T. gondii. W literaturze
tachyzoity nazywane sg takze endodyzoitami oraz endozoitami. Komorki
pasozyta w tej formie rozwojowej mogq ulega¢ przemianie w wolno dzielgce sie
formy ,spoczynkowe’— bradyzoity (gr. bradys — wolno), ktére zamkniete sg w
cystach tkankowych, lokalizowanych gtéwnie w osrodkowym uktadzie
nerwowym i miesniach gospodarza. Bradyzoity okreslane sg takze mianem
cystozoitozoitow [Frankel, 1973].

3.1.3. Morfologia i struktura T. gondii

Komodrka pasozyta jest asymetryczna, o ksztalcie potksiezycowatym,
przypominajagcym czastke pomaranczy (Rys. 3). Jeden z jej biegundéw jest
zaokraglony, natomiast drugi ostro wydtuzony i zaostrzony (odgrywa role przy

wnikaniu pasozyta do komorki zywiciela). Jest to tzw. biegun apikalny.

Rys. 3. Tachyzoity T. gondii widziane przy uzyciu mikroskopu elektronowego
[Caramello, 2001].
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Komoérke T. gondii otaczajg trzy btony: zewnetrzna btona plazmatyczna,
oraz dwie Scisle potgczone, tworzgce charakterystyczny kompleks btonowy,
zbudowany z niejednolitych, sptaszczonych pecherzykéw. Stosujgc mikroskop
elektronowy wykazano wystepowanie w apikalnym koncu komorki ciata
biegunowego (tzw. kompleksu apikalnego), z charakterystycznymi pierscieniami
(Rys. 4). Zadaniem pierscienia polarnego 1 jest wzmocnienie kompleksu bton
wewnetrznych. Od pierscienia polarnego 2 odchodzg 22 mikrotubule
podpelikalne, biegngce pod kompleksem btonowym wzdtuz prawie catej
dtugosci komorki. Mikrotubule ukfadajg sie tworzgc charakterystyczne, tagodne
skrecenia i stanowig ,uzebrowanie” komorki pierwotniaka. Podstawe ciata
biegunowego stanowi konoid, ktory zawiera od 6 do 8 elementéw
mikrotubularnych zwinietych w cylinder. Wewnatrz konoidu umiejscowione sg
dwie mikrotubule. Pomiedzy kohcem apikalnym, a jgdrem znajduje sie
zazwyczaj kilka maczugowatych organelli zwanych roptriami. Sg to struktury
wydzielnicze, ktorych waski i dtugi koniec (2,5 um) noszacy nazwe ,szyi”
lokalizowany jest we wnetrzu konoidu, a drugi czesto zakrecony (tzw. worek)
znajduje sie poza nim [Dubey i wsp., 1998]. Oprécz roptrii w apikalnym koncu
komérki znajdujg sie takze tzw. mikronemy (mate, owalne organella

przypominajgce ziarenka kminku).

Wikistubiile, e 3
wewnetrzne 7 ﬁﬁB \

M Pierscien apikalny 1
3 23
<

2% ) Pierscien apikalny 2
e
=

i\

Mikrotubule

konoidu /
Kompleks / :
bion y

wewng

Btona ( Mikrotubule
plazmatyczna podpelikalne

Pierscien
polarny 1
Pierscien
polarny 2

Rys. 4. Schematyczna budowa kompleksu apikalnego T. gondii [Dubey i wsp.,
1998].
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W komorce T. gondii wystepujg typowe organella komorkowe takie jak:
aparat Golgiego, siateczka srddplazmatyczna szorstka i gtadka, mitochondria,
oraz organella specyficzne dla pasozytow nalezacych do typu Apicomplexa:
wczesniej wspomniane roptrie i mikronemy oraz granule o duzej gestosci (Rys.
5). Zawartos¢ sekrecyjna tych specyficznych organelli umozliwia penetracje i
zasiedlanie komorki gospodarza oraz wytwarzanie w niej tzw. wakuoli
pasozytniczej, czyli specjalnie wydzielonego przedzialu komoérkowego, w
ktorym zachodzi namnazanie pasozyta. W penetracji T. gondii do wnetrza
komoérek zywiciela uczestniczg enzymy: lizozym i hialuronidaza, ktore sg
wydzielane przez koncowe odcinki mikronem podczas obkurczania sie

widkienek obwodowych.

0 Pierscienie apikalne 1,2
5 Pierscien polarny 1
Konoid
Blona plazmatyczna
Kompleks blon wewnetrznych
_——Mikropora

Ziarenko amylopektyny
Mitochondrium
Apikoplast

Aparat Golgiego
Centriole

Siateczka srodplazmatyczna

Jadro

Granule o duzej gestosci

Ciatko tluszczowe

Rys. 5. Budowa morfologiczna komorki T. gondii z uwzglednieniem organelli
wydzielniczych (mikronem, roptrii, granul o duzej gestosci) charakterystycznych dla
typu Apicomplexa [Dubey i wsp., 1998].

Jadrowy DNA T. gondii utworzony jest przez ok. 8,7 x 10’ pz (87 min pz),
zgrupowanych w 11 chromosomach o wielkosci od 2 do 10 min pz. W komoérce
pasozyta wystepujg takze niewielkie pozajgdrowe fragmenty DNA
mitochondrialnego (6 x 10% pz) i DNA apikoplastu (35 x 10° pz) [Wilson i
Williamson, 1997]. W przeciwienstwie do DNA jadra komérkowego, sekwencja

nukleotydowa kolistego DNA apikoplastu zostata catkowicie poznana.
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Sekwencjonowanie wykazato wysoki stopien homologii z DNA plastydowym
glonéw. Rola biologiczna tych organelli komoérkowych nie zostata do dzisiaj
dostatecznie okreslona, jednak uwaza sie, ze apikoplast to relikt endosymbiontu
u wolnozyjacych przodkow Apicomplexa [Dytnerska i wsp., 2004].

Wielkos¢ komérki tachyzoitu waha sie od 2 do 6 ym. Jadro komérkowe
umieszczone jest centralnie i zawiera kepe chromatyny zlokalizowang w jego
Srodkowej czesci, co jest cechg charakterystyczng dla tej formy rozwojowej T.
gondii. Zazwyczaj w komorce tachyzoitu wystepuje kilka ziarenek amylopektyny
(czasami sg one w ogdle nieobecne) oraz od 8 do 10 maczugowatych roptrii
(czesto ze specyficzne zawinietym koncem) [Dubey i wsp., 1998].

Cysty tkankowe zawierajgce w swoim wnetrzu bradyzoity charakteryzujg
sie rozng wielkoscig. Miode cysty majg zazwyczaj srednice ok. 5 um i zawierajg
tylko dwa bradyzoity. Cysty dojrzate posiadajg duzo wiekszag srednice i mogq
zawieraC tysigce bradyzoitow. Te, ktore lokalizowane sg w mézgu zywiciela
majg ksztatt sferyczny i srednice ok. 70 ym. Cysty wystepujace w miesniach
szkieletowych sg wieksze (100 pm) i charakteryzujg sie wydtuzonym ksztattem.
Wszystkie otoczone sg wlasng otoczka i btong komdrkowag zniszczonej komorki
zywiciela [Dubremetz, 1998]. Sciana cysty jest elastyczna i cienka (<0,5 pm).
Bradyzoity, lokalizowane w jej wnetrzu, réznig sie nieznacznie od tachyzoitdw.
Sa od nich smuklejsze i posiadajg jgdro umiejscowione blizej zaokrgglonego
bieguna komorki. Ich wielkos¢ waha sie o 1,5 do 7 ym. Zawierajg wiecej
ziarenek amylopektyny i sga mniej podatne na dziatanie enzyméw
proteolitycznych. Illo§¢ oraz zawartos¢ roptrii (zazwyczaj od 1 do 3)
wystepujacych w komdrce bradyzoitu jest uzalezniona od wieku cysty
tkankowej [Dubey i wsp., 1998].

Oocysty majg ksztait kulisty, srednice od 10 do 12 ym. Po sporulacji ich
ksztatt ulega zmianie i stajg sie bardziej owalne, o wymiarach 11-14 ym. Sciana
oocyty zbudowana jest z trzech charakterystycznych warstw: zewnetrznej i
wewnetrznej o duzej gestosci elektronowej oraz srodkowej [Speer i wsp., 1998].
Kazda oocysta zawiera w swoim wnetrzu dwie sporocysty, ktére zawierajg po
cztery sporozoity. Morfologiczne sporozoit jest podobny do tachyzoitu z tym

wyjatkiem, iz zawiera zdecydowanie wiecej organelli komdérkowych takich jak
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roptrie i mikronemy. Posiada takze wiekszg ilos¢ ziarenek amylopektyny.

Wielkos$¢ sporozoitu waha sie od 2 do 8 um [Dubey i wsp., 1998].

3.1.4. Cykl rozwojowy

Rozwoj pasozyta w organizmie zywiciela moze przebiega¢ dwiema
drogami. U zywiciela posredniego (cztowiek, niektére ssaki i ptaki) nastepuje
tylko rozwoj bezptciowy — schizogonia. Rozwadj ptciowy — gametogonia moze
zachodzi¢ tylko w komérkach nabtonkowych btony sluzowej jelita cienkiego
kotowatych (Felidae), w tym u kota domowego (Felis catus) [Tenter i wsp.,
2000] (Rys. 6).

Rozwdj pasozyta w cyklu bezpiciowym moze przebiega¢ w komorkach
wielu narzadoéw zywiciela posredniego. W wyniku ostrej inwazji w komorce
zywiciela szybko mnozgce sie pasozyty, tworzg pseudocysty zawierajgce wiele
komérek potomnych (tachyzoitéw). Poczatkowo po wniknieciu do ustroju
zywiciela pasozyty namnazajg sie szybko w komérkach uktadu siateczkowo-
srodbtonkowego i enterocytach. W pdzniejszym etapie, drogg krwi i limfy
(wewnatrz monocytéw i granulocytéw obojetnochtonnych), przedostajg sie do
odlegtych narzadow, gdzie majg miejsce kolejne podziaty. Nastepstwem tego
jest zniszczenie komorek zywiciela i uwolnienie tachyzoitéw, ktére atakujg
kolejne komorki. Proces ten prowadzi do powstania w organizmie zywiciela, w
réznych narzadach i tkankach, ognisk zapalnych i martwiczych. W przypadku
pierwotnego zarazenia, poczatkowy okres 1 — 3 dniowej parazytemii jest zwykle
bezobjawowy.

U zywiciela z prawidtowo funkcjonujgcym uktadem odpornosciowym faza
ostra inwazji przechodzi w przewlekta. W wyniku rozwoju odpowiedzi
immunologiczne] powstajg cysty tkankowe (zawierajgce duze ilosci
bradyzoitoéw), ktére po pewnym czasie zostajg otoczone tkankg tgczng i ulegajg
wysyceniu solami wapnia. Moga rozwija¢ sie niemal w kazdej tkance zywiciela,
ale najczesciej wybierajg narzady o ,zmniejszonej obronie immunologicznej”,
zwlaszcza tkanke nerwowg (neurony osrodkowego ukfadu nerwowego i
siatkdwki), komorki miesni poprzecznie prgzkowanych oraz miesien sercowy. W
przypadku prawidtowo funkcjonujgcego uktadu odpornosciowego cysty

utrzymujg sie w organizmie zywiciela przez cate zycie, nie wywotujgc w
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otoczeniu zadnych zmian zapalnych, ani zaburzen czynnosciowych, stanowigc
przewlekta forme zarazenia. W czasie obnizenia odpornosci u zywiciela
(immunosupresja, radioterapia, AIDS) moze doj$¢ do reaktywacji pasozyta, tj.
pekania cyst i uwalniania komérek T. gondii.

Rozwéj plciowy -

GAMETOGONIA
(jelito kotowatych)
Schizonty (tworzenie 3
merozoitow) Tworzenie oocyst
F
o Dojrzewanie cocyst
¥ (sporocysty) )
7] ¥ (o]
g Sporozoity 8
0 v o=
Q Praypadkowe =
O Spozycie zarazonej polknigcie (N
o kanki N
W | (o]
Immunosupresja, radioterapia,
/ AIDS
INWAZJA CHRONICZNA: INWAZJA OSTRA:

bradyzoity tachyzoity

Rozwéj bezptciowy -
SCHIZOGONIA

{ssaki, ptaki)

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

Zywicielem ostatecznym pasozyta jest kot domowy i inne kotowate. Kot
zaraza sie najczesciej spozywajac zanieczyszczone cystami tkankowymi mieso.
Postaciami inwazyjnymi dla tego zywiciela moga by¢ takze tachyzoity,
bradyzoity oraz sporozoity. Formy inwazyjne penetrujg do komoérek nabtonka
wyscielajgcego jelito cienkie zywiciela ostatecznego, gdzie tworzg postac
schizonta, ktory dzieli sie na merozoity, a nastepnie cze$¢ merozoitow
przeksztatca sie w gametocyty. W wyniku sporogonii, powstate z gametocytéw
makro- i mikrogamety taczg sie tworzac zygote (oocyste), ktdéra wydalana jest
do Swiatla jelita i wraz z katem wydostaje sie do srodowiska zewnetrznego. W
ciggu ok. trzech tygodni oocysta przeksztaica sie w sporocyste, z ktérej po
podziatach powstajg cztery sporozoity. Wydalanie oocyst u kota ma miejsce
podczas pierwotnego zarazenia, do ktérego dochodzi u mtodych osobnikéw,
przed ukonczeniem pierwszego roku zycia. Okres wydalania trwa od 1 do 3
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tygodni ze szczytem przypadajagcym miedzy 5 a 8 dniem od momentu
zarazenia. Kot przechodzacy zarazenie T. gondii moze wydalac¢ z katem miliony
oocyst dziennie, ktére po wydaleniu do s$rodowiska zewnetrznego mogag
pozosta¢ zakazne przez ponad rok, a w sprzyjajacych warunkach (przy
odpowiedniej wilgotnosci i temperaturze) mogq przetrwa¢ w glebie nawet dwa

lata.

3.1.5. Bior6znorodnos¢é gatunkowa T. gondii

Rodzaj Toxoplasma obejmuje jeden gatunek, a jego poszczegdlne
szczepy i izolaty zostaty podzielone na 3 wewnagtrzgatunkowe typy, sg to tzw.
linie klonalne (I, Il i 1ll) [Darde, 2004]. Z tego wzgledu, iz typy te nie sg
charakterystyczne dla zadnego obszaru geograficznego czy tez zywiciela,
podziat ten zastat oparty na zjadliwosci pasozyta wobec myszy (Tab. 1)
[Boothroyd, 1993]. Do szczepow zjadliwych dla myszy nalezg te, ktore po
dootrzewnowym zarazeniu dawkg mniejsza lub réwng 100 tachyzoitow
powodujg ostre objawy choroby, prowadzgce do smierci tych zwierzat. Cechg
charakterystyczng szczepdw typu | jest intensywna replikacja, gwattowne
rozsianie w organizmie zywiciela [Dtugonska, 2005]. Natomiast szczepy o
niskiej zjadliwosci to takie, ktére w dawce 10° a nawet 10° pasozytéw na mysz
nie powodujg zadnych objawow choroby, a jedynie wytwarzane w mdzgu cysty
Swiadczg o stanie przewleklym zarazenia [Fuentes i wsp., 2001, Sibley i
Boothroyd, 1992].

Tab. 1. Wewnatrzgatunkowe zréznicowanie T. gondii.

TYPY
I I "
SZCZEP BK, RH, FOU DX, NTE C56, NED
PASOZYTA
U wysoko zjadliwe dla U stabo zjadliwe dla U szczepy o
myszy myszy zréznicowanej
U nie wytwarzajace U powodujace zjadliwosci dla
OPIS oocyst przewlekte myszy

(wyizolowane ze $miertelnych
przypadkéw wrodzonej i
nabytej toksoplazmozy u
ludzi, rzadko powodujace

zarazenia
charakteryzujace
sie niskg
zjadliwoscig

zwykle bardziej
zjadliwe dla myszy
niz typ Il

(rzadko powoduja

zarazenia latentne) toksoplazme u ludzi)

(u ludzi sa przyczyna
toksoplazmozy wrodzonej

lub zarazen przewlektych)
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Typ | pasozyta jest rzadko izolowany. Stanowi ok. 10% kolekcji
szczepow T. gondii w Europie i USA pochodzacych gtéwnie od ludzi, podczas
gdy typ Il stanowi ok. 80%. Pasozyty nalezace do typu Il sg izolowane gtownie
od ludzi, owiec i swin, natomiast typu Ill pochodzg czesciej od dzikich zwierzat
[Darde, 2004].

Poszczegolne szczepy T. gondii klasyfikowane sg w oparciu o analize
réznych loci z zastosowaniem analizy polimorfizmu dtugosci fragmentéw
restrykcyjnych  (techniki  RFLP), ,nested” PCR, <czy tez poprzez
elektroforetyczne poréwnanie izoenzyméw. Odmiennosé w sekwencji DNA
trzech typow wynosi zaledwie 1-2%, co swiadczy o niedawnym podziale
filogenetycznym i nieodlegtym wspolnym przodku [Howe i Sibley, 1995].
Rd&znice fenotypowe poszczegollnych szczepow sag niewielkie i wynikajg z matej
liczby zmian genotypowych zachodzacych podczas mejozy, ktéra ma miejsce
wytgcznie w jelicie cienkim kotowatych. Kot zarazony danym szczepem T.
gondii wydala oocysty zawierajgce komorki potomne, ktére nie wykazujg
istotnych réznic w poréwnaniu ze szczepem pierwotnym. Wyjatek stanowi
jedynie przypadek, w ktorym zywiciel ostateczny zostanie zarazony dwoma
odmiennymi szczepami pasozyta w tym samym czasie. W takiej sytuacji mogq
powsta¢ komorki potomne charakteryzujgce sie wyzszym stopniem zmiennosci
genetycznej. W roku 2001, Grigg i wsp. wykazali, ze rekombinacja miedzy
szczepami niezjadliwymi (nalezacymi do linii klonalnych typu II i 1ll) moze
prowadzi¢ do powstania szczepu zjadliwego.

Genom pasozyta jest stosunkowo stabilny i podlega niewielkim
zmianom. Zasieg geograficzny i szerokie spektrum zywicieli posrednich dajg
potencjalne mozliwosci duzej zmiennosci genetycznej. Okazuje sie jednak, iz
zrOznicowanie genetyczne poszczegolnych szczepow wyizolowanych od ludzi i

zwierzat jest bardzo niewielkie [Dytnerska i wsp., 2004].

3.1.6. Proces inwazji T. gondii do komérek gospodarza

Pasozyt T. gondii, przy udziale aktywnego procesu zwanego penetracjg
(lub inwazjg), zdolny jest wnikng¢ do wszystkich jgdrzastych komorek zywiciela
(wkaczajac fagocyty) w bardzo szybkim tempie (10-30 sekund). Zjawisko

wnikania T. gondii przebiega zatem szybciej niz proces fagocytozy (120
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sekund), co wskazuje wtasnie na aktywny udziat pasozyta w tym procesie.
Inwazja wymaga odpowiedniego zorientowania pierwotniaka w stosunku do
atakowanej komorki, bowiem jedynie bezposredni kontakt apikalnego konca
pasozyta z komoOrkg gospodarza jest w stanie zapoczatkowac¢ ten proces
[Dubremetz, 1998]. Penetracje T. gondii od fagocytozy, opr6cz wspomnianego
wczesniej krotszego czasu wnikania, rozni takze to, iz zachodzi ona catkowicie
bez udziatu komorki gospodarza. W przypadku inwazji pasozyta nie obserwuje
sie sfatdowania btony zewnetrznej atakowanej komorki, kondensacji aktyny czy
tez fosforylacji tyrozyny [Dobrowolski i Sibley, 1997].

Proces adhezji i penetracji T. gondii obejmuje pie¢ nastepujgcych
etapow: 1) ruch slizgowy pasozyta po torze helisy; 2) odpowiednie ustawienie
sie pasozyta wzgledem komorki atakowanej (tzw. apikalnym biegunem); 3)
sfatdowanie btony zewnetrznej komorki gospodarza; 4) ,wsuwanie sig”
pasozyta do wnetrza komorki zywiciela — formowanie tzw. struktury ,moving
junction” pomiedzy atakujagcym pierwotniakiem, a wpukleniem komorki
gospodarza; 5) egzocytoza biatek z organelli sekrecyjnych: mikronem, roptrii i
granul o duzej gestosci [Dubey i wsp., 1998].

T. gondii posiada bardzo szeroki zakres zywicieli posrednich, zaraza
bowiem wiele ssakow, wsrod nich cztowieka oraz niektére gatunki ptakow
(miedzy innymi kurczeta, gotebie i kanarki). Duza ilos¢ zywicieli sugeruje
istnienie szerokiej gamy receptoréw na powierzchni komoérek gospodarza dla
ligandéw pasozyta, ktére sg zaangazowane w proces adhezji. Wykazano, iz
lamina macierzy zewnatrzkomérkowej wspomaga wigzanie komorek T. gondii,
stanowigc pewnego rodzaju pomost pomiedzy pasozytem, a réznymi
komérkami zywicieli posrednich [Carruthers i wsp., 2000]. Ligandem dla laminy
na komorkach CHO i ludzkich fibroblastach jest integryna agb;, @ na komaorkach
linii J774 biatko wigzace lamine o masie czgsteczkowej 32/67 kDa [Furtado i
wsp., 1992]. Obecnosc¢ receptorow dla laminy na komorkach pasozyta wyjasnia
czesciowo zdolnos¢ do zasiedlania prawie wszystkich jgdrzastych komérek
réznych zywicieli. Inne komponenty T. gondii zaangazowane w proces adhezji
to lektyny, ktorych ligandami sg proteoglikany komérek zywiciela [Carruthers i
wsp., 2000]. W procesie adhezji uczestniczg takze antygeny powierzchniowe

rodziny SAG, gtoéwnie biatko SAG1, ktoére jest wymagane we wczesnej fazie
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inwazji. Dowodem na to sg badania przeprowadzone w 1992 roku przez
Grimwooda i Smitha, ktorzy wykazali, ze przeciwciata skierowane na biatko
SAG1 powodujg zahamowanie tego procesu. W inwazji T. gondii do komorki
gospodarza uczestniczg takze rozpuszczalne biatka mikronem (MIC). Sygnatem
do egzocytozy adhezyn (biatek MIC) jest wzrost wewngtrzkomorkowego
stezenia jonéw Ca** [Lovett i wsp., 2002]. Zastosowanie zwigzku chelatujgcego
te jony (BAPTA-AM) catkowicie blokuje efekt sekrecji biatek mikronem
[Carruthers i wsp., 1999]. T. gondii ponadto posiada dwie zalezne od stezenia
jonébw wapnia kinazy biatkowe (TgCDPK1 i TgCDPK2), ktére regulujg
ruchliwo$¢ i adhezje do atakowanej komoérki gospodarza [Kieschnick i wsp.,
2001]. Kinazy te sg odpowiedzialne za fosforylacje kilku biatek pasozyta, przez
co mogaq regulowac¢ posrednio lub bezposrednio ilos¢ wydzielanych antygendéw
MIC lub/i tworzenie kompleksu aktynowo-miozynowego zwigzanego z ruchem
pasozyta. Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, iz biatka mikronem nie funkcjonujg
pojedynczo, ale tworzg tzw. kompleksy adhezyjne, co bedzie oméwione w
dalszej czesci rozprawy doktorskiej.

Szczegolna rola w procesie inwazji T. gondii do komorki zywiciela
zostata przypisana dwém biatkom mikronem: MIC2 i M2AP (MIC2-associated
protein), ktérych domeny cytoplazmatyczne wigzg sie z aldolazg (enzymem
glikolitycznym rozktadajacym fruktozo-1,6-bisfosforan), a ta z kolei stanowi
pomost miedzy nimi i filamentami aktynowymi. Przemieszczenie tego
kompleksu w kierunku od bieguna apikalnego do tylnego, przy udziale miozyny,
zapoczatkowuje ,wsuwanie sie” pasozyta do komorki gospodarza. Podczas
penetracji, pomiedzy pasozytem a wpukleniem atakowanej komérki tworzy sie
krotkotrwata i do dzisiaj niezbadana struktura ,moving junction” [Dubremetz,
1998]. Nastepnie biatka mikronem sg odcinane przez proteazy serynowe
romboido-podobne (np. MPP1 — ang. microneme protein protease 1), a btona
zewnetrzna zlewa sie ponad tylnym biegunem pasozyta, zamykajac go w
wakuoli pasozytniczej, ktéra tworzy specyficzne srodowisko do namnazania sie
pierwotniakow. Proces ten jest zwigzany z egzocytozag biatek roptrii (ROP).
Whnetrze wakuoli budujg natomiast biatka granul o duzej gestosci (GRA, NTP-
azy, hydrolazy nukleozydotrifosforanowe), ktére stwarzajg dogodne warunki do

intensywnych podziatbw komorek T. gondii. Pasozyt replikuje sie w sposob
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synchroniczny co 6-8 godzin, zatem objetos¢ wakuoli musi ulegac
systematycznemu zwiekszaniu, aby pomiesci¢ duzg ilos¢ potomnych komoérek
pierwotniaka. Do tego celu wykorzystane sg bardzo mate pecherzyki satelitarne
(tzw. ewakuole) zawierajgce biatka roptrii, ktére zwigzane sg z btong wakuoli.
Dzieki zlewaniu specyficznych pecherzykdéw z btong ma miejsce zwiekszanie
wymiaréw wakuoli.

Wakuola pasozytnicza, tworzgca bezpieczne wewnatrzkomérkowe
srodowisko do rozwoju tachyzoitow, charakteryzuje sie brakiem typowych
markeréw bton pecherzykéw endocytarnych, takich jak receptory dla
transferyny, receptory dla mannozo-6-fosforanu oraz biatka regulatorowe (np.
rab5). Dzieki temu wakuola, juz od samego poczatku internalizacji pasozyta,
podczas procesu inwazji do wnetrza komorki gospodarza, pozostaje oddzielona
od komorkowych szlakbw endo- i egzocytozy. Obojetne pH jej wnetrza i
obecnos¢ inhibitoréow proteaz (np. TgPI-1, inhibitor o szerokim spektrum
dziatania) powoduje, Zze wakuola nie jest Srodowiskiem degradacji
makroczasteczek. W dojrzatej wakuoli pasozytniczej biatka granul o duzej
gestosci wytwarzane sg w sposob ciggty.

Kaskadowa sekrecja biatek, podczas procesu inwazji T. gondii do
wnetrza komorki gospodarza, z organelli wydzielniczych (mikronem, roptrii a
nastepne granul o duzej gestosci), jest procesem skomplikowanym i nie do
konca poznanym. W 2005 roku, Ahn i wsp. wykazali, ze nowo odkryty antygen
granul (GRA10) jest wydzielany jeszcze przed inwazjg pasozyta i

wbudowywany w btone zewnetrzng komérki gospodarza.

3.1.7. Bialka antygenowe T. gondii

3.1.7.1. Definicja antygenu

Antygenem (immunogenem) moze by¢ kazda czasteczka, ktora
wprowadzona do ustroju indukuje odpowiedZz immunologiczng i reaguje z
produktami tej odpowiedzi (uczulonymi limfocytami Ilub/i przeciwciatami).
Zazwyczaj efektywnymi antygenami moga byc¢ biatka, polisacharydy i kwasy
nukleinowe. Do wtasciwosci antygenow zalicza sie:

immunogennos$¢ — tj. zdolnos¢ do wywotywania przeciw sobie swoistej

odpowiedzi immunologicznej;
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swoistos¢ (antygenowos¢) - dzieki swojej konformacji antygen

determinuje swoistos¢ syntetyzowanych w ustroju immunoglobulin,

wskutek czego reaguje z nimi w sposéb swoisty.

Swoiste powinowactwo przeciwciata nie dotyczy catej makroczasteczki
antygenu, ale pewnego miejsca, zwanego determinantg antygenowg lub
epitopem. Na jednej czasteczce antygenu moze znajdowac sie kilka r6znych
determinant antygenowych, co indukuje powstanie kilku réznych przeciwciat
swoistych dla tych determinant. Epitop moze mie¢ charakter oligopeptydu,
oligosacharydu, oligonukleotydu, czy lipidu i moze sktada¢ sie odpowiednio z
ok. 6 reszt aminokwasowych, cukréw prostych lub 4-5 zasad purynowych lub
pirymidynowych. Determinanty antygenu biatkowego moga by¢ dwojakiego
rodzaju: sekwencyjne lub przestrzenne. Regiony te, okreslane jako tzw.
immunodominujgce, wystepujg czesto w odstonietych miejscach antygenu,
szczegoblnie w okolicach petli polipeptydowych, pozbawionych sztywnej
struktury trzeciorzedowej. W niektorych przypadkach regiony
immunodominujgce antygenu odpowiadajg najbardziej ruchomym obszarom na

powierzchni czasteczki [Roitt i wsp., 2000].

3.1.7.2. Rodzaje antygenow T. gondii

Poznanie struktury antygenowej T. gondii jest nastepstwem postepow w
biologii komérkowej. Bardzo starannie przeprowadzonym badaniom przyswieca
podwadjny cel: wytypowanie biatek, ktorych wtasciwosci antygenowe mogtyby
zosta¢ wykorzystane jako potencjalny materiat do szczepionek oraz wykrycie
najlepszych narzedzi do diagnostyki serologicznej.

Biatka T. gondii zlokalizowane sg w bfonie zewnetrznej, cytosolu i
organellach sekrecyjnych: mikronemach, roptriach i granulach o duzej gestosci,
skad uwalniane sg do powstajgcej podczas inwazji pasozyta do wnetrza
komorki gospodarza wakuoli pasozytniczej oraz cysty tkankowej. Nastepnie
biatka antygenowe wydzielane sg do ptynéw ustrojowych (in vivo) lub do
podtoza hodowlanego (in vitro). Te grupe antygendw, gtéwnie produktow granul
0 duzej gestosci, okresla sie mianem ESA (Excreted/Secreted Antigens). Biatka
ESA stanowig okoto 90% puli antygendw wykrywanych w surowicy w

poczatkowym stadium zarazenia T. gondii, a ich obecnos¢ w ptynach
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ustrojowych moze by¢ dobrym markerem wczesnej fazy choroby, szczegdlnie u
osb6b z zaburzong produkcjg przeciwciat (np. u chorych na AIDS) [Hassan i
wsp., 1997].

Tachyzoity T. gondii charakteryzuje tatwo$é namnazania w warunkach in
vivo oraz in vitro. Dzieki temu bardzo dobrze poznano i opisano strukture
antygenowg tej formy rozwojowej pasozyta. Mniej informacji dostepnych jest
natomiast o biatkach bradyzoitow, a takze bardzo niewiele wiadomo o

antygenach sporozoitow (Rys. 7).

tachyzoit bradyzoit

5B,C -SAG- 5A
2A,B -SAG- 2C,[

SRS 1-3
"~ p23, p35

G6-PI |
BAG1/hsp30
hsp70

[ <>

cysta tkankowa

)/ [ BSRa
| p21, p34|

= {Katalaza }
\2- ENO -1

1- LDH -2

Rys. 7. Struktura biatkowa T. godnii (proteom tachyzoitu, bradyzoitu i cysty
tkankowej) [Dtugonska i Dytnerska, 2003].

Proteom pasozyta, opisany w 2003 roku przez Diugonskg i Dytnerska,
wymaga obecnie uaktualnienia, poniewaz od tego czasu zostaty opisane nowe
biatka. Naleza do nich dwa nowo poznane antygeny granul o duzej gestosci:
GRAO9 [Adjoble i wsp., 2004] i GRA10 [Ahn i wsp., 2005], nie umieszczone na
rysunku 7.

Antygeny T. gondii mozna podzieli¢ na cztery gtdwne grupy, ktore zostaty
przedstawione i scharakteryzowane w tabeli 2.
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Tab. 2. Gtdwne grupy antygenéw T. gondii.

(ang. surface antigens) —

antygeny powierzchniowe

powierzchniowe SAG: SAG1, SAG2A, SAG2B, SAG3, SAG5B, SAG5C i dwa
nienazwane o masach 23 kDa i 35 kDa.

Antygeny te zakotwiczone sg w btonie zewnetrznej pasozyta za pomoca reszt GPI
(glikozylofosfatydyloinozytolu).

Biorg udziat w adhezji T. gondii do komérek gospodarza.

. ODNOSNIK
GRUPY ANTYGENOW CHARAKTERYSTYKA LITERATUROWY
SAG W badaniach z uzyciem przeciwciat monoklonalnych wykryto nastepujgce antygeny | [Lekutisiwsp., 2001]

[Dlugonska i Dytnerska,
2003]

(ang. dence granule
antigens) — antygeny
granul o duzej gestosci

trifosforanowa (NTP 1,2).

Zaliczane sg do grupy antygenéw ESA (ang. excreted/secreted antigens).

Stanowig ok. 90% puli wszystkich biatek T. gondii.

Obecnos¢ antygenéw GRA w ptynach ustrojowych moze byé dobrym markerem ostrej
toksoplazmozy.

Gitéwng funkcja antygendéw granul jest budowa wnetrza wakuoli pasozytniczej i
przekazywanie sktadnikdw odzywczych z komérki gospodarza w jej wnetrza.

Podgrupa: Antygen SAGL stanowi az 5% puli biatek tachyzoitow i bardzo czesto stuzy jako marker
SRS (ang. SAG related tej postaci pasozyta.
Zidentyfikowano réwniez cztery geny homologiczne z rodzing genéw SAG i 0znaczono
sequences) o
je jako SRS1-4.
GRA Do rodziny antygenéw GRA nalezqg biatka GRA1-GRA10 oraz hydrolaza nukleozydo- | [Cesbron-Delauw i wsp.,

1996]
[Carruthers, 1999]

[Dlugonska i Dytnerska,
2003]




GRUPY ANTYGENOW

CHARAKTERYSTYKA

ODNOSNIK
LITERATUROWY

ROP
(ang. rhoptry antigens)
— antygeny roptrii

Obecnie rodzina antygendéw ROP obejmuje dziewie¢ biatlek: ROP1-ROP9.
Antygeny roptrii nalezg do biatek wydzielniczych (tzw. biatka ,ekskrecyjno-sekrecyjne”).
Podstawowg funkcjg tych biatek jest utatwienie formowania wakuoli pasozytniczej i

gromadzenia w niej tachyzoitow.

Sekrecja antygendéw ROP ustaje po wakuolizacji pasozyta.

[Sam-Yellowe, 1996]

[Carruthers, 1999]

[Dtugoniska i Dytnerska,

2003]

MIC
(ang. microneme antigens)

— antygeny mikronem

oo

Do rodziny antygenéw MIC nalezg biatka MIC1-MIC11, AMA1 oraz M2AP.

Sa to antygeny wiedzielnicze.

Biatka mikronem wiazg sie z btong komoérkowa gospodarza zaburzajac jej integralnosc.
Podstawowg funkcjg tych biatek jest umozliwienie adhezji, a nastepnie penetracji T.
gondii do komorek zywiciela.

Budujg trzy tzw. kompleksy adhezyjne pasozyta.

[Carruthers, 1999]

[Tomley i Soldati, 200

1]

[Dtugoniska i Dytnerska,

2003]
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Antygeny powierzchniowe zostaty ponadto podzielone na dwie gtdwne
podrodziny: SAG1 oraz SAG2 (Rys. 8). Podziat ten oparty jest na podstawie
homologii gendéw kodujacych poszczegolne biatka powierzchniowe do gendéw
kodujgcych antygeny SAG1 i SAG2 [Lekutis i wsp., 2001].
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Rys. 8. Drzewo filogenetyczne biatek z rodziny SAG [Lekutis i wsp., 2001].

3.1.8. Przemiana tachyzoitow w bradyzoity

Przemiana ,aktywnych” tachyzoitbw w ,uspione” bradyzoity odgrywa
kluczowg role w przejsciu fazy wczesnej choroby w przewlektg oraz jest
odpowiedzialna za jej nawr6t (tzw. reinwazje toksoplazmozy). Po 10-14 dniach
inwazji tachyzoity przeksztatcajg sie w bradyzoity, co jest konsekwencjg
dziatania uktadu immunologicznego zywiciela. U os6b z deficytem odpornosci
(np. chorych na AIDS), moze dochodzi¢ do przemiany odwrotnej (bradyzoitéw
w tachyzoity), czyli do reaktywacji zarazenia. Proces ten zalezy od stezenia
jonbw wodorowych (pH), szoku termicznego, obecnosci inhibitoréw
wptywajacych na funkcjonowanie mitochondrium, obecnosci lub braku tlenku
azotu (NO), a takze czynnikow immunologicznych takich jak: IFN-y, TNF-a, IL-
12 i komorki T [Lyons i wsp., 2002] (Rys. 9).
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Rys. 9. Czynniki inicjujgce przemiane tachyzoitow w bradyzoity [Lyons i wsp.,
2002].

Konwersja formy rozwojowej tachyzoitu w bradyzoit zwigzana jest z
wieloma zmianami morfologicznymi oraz molekularnymi, a takze zmiang
metabolizmu komorki pasozyta, wtgczajgc w to produkcje specyficznych dla
danej formy antygenow (Tab. 3).

Przemiane tachyzoitbw w bradyzoity indukujg rozne, niekorzystne
czynniki zewnetrzne (np. wysoka temperatura, leki przeciwpasozytnicze, pH
wieksze od 8), co jest zwigzane z wydzielaniem biatek szoku termicznego (hsp).
Do tej grupy biatek zalicza sie antygen BAGL1 (ang. Bradyzoite Antigen, hsp30)
oraz antygen hsp70, bedgce biatkami eksprymowanymi wytacznie w stadium
rozwojowym bradyzoitu [Bohne i wsp.,1995]. Posréd poznanych antygendéw
powierzchniowych mozna wyrdzni¢ antygeny wystepujace tylko w tachyzoitach
T. gondii (SAGl, SAG2A, SAG2B), antygeny wiasciwe dla bradyzoitow
(SAG2C, SAG2D, SAG4) oraz charakterystyczne dla obu form rozwojowych
pierwotniaka (SAG3). Tachyzoity i bradyzoity rb6znig sie takze formg
dehydrogenazy mleczanowej. W tachyzoitach wystepuje izoforma LDH1 (33
kDa), natomiast w bradyzoitach izoforma LDH2 (35 kDa) [Yang i Parmley, 1995;
Yang i Parmley, 1997; Reichman i wsp., 2001], u ktérych wykryto rowniez p-

ATPaze nieobecng 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 ANTYGEN ODNOSNIK LITERATUROWY
ROZWOJOWA
SAG1 [Manger i wsp., 1998]
Tachyzoit SAG2A [Lekutis i wsp., 2000]
SAG2B [Lekutis i wsp., 2000]
LDH1 [Yang i Parmley, 1997]
ENO2 [Dzierszinski i wsp., 2001]
SRS1-SRS3 [Manger i wsp., 1998]
SAG2C [Lekutis i wsp., 2000]
Bradyzoit SAG2D [Lekutis i wsp., 2000]
SAG4 [Odberg-Ferragut i wsp.,1996]
BSR4 [Manger i wsp., 1998]
MAG1 [Parmley i wsp., 1994]
LDH2 [Yang i Parmley, 1997]
ENO1 [Dzierszinski i wsp., 2001]
BAG1 [Bohne i wsp., 1995]
[Parmley i wsp., 1995]
p-ATPaza [Holpert i wsp., 2001]

Dwie glikozylowane izoformy enolaz wystepujgce u T. gondii (ENOL1,
ENO2) moga by¢ specyficznymi markerami przemiany tachyzoitbw w
bradyzoity. Ekspresja aktywnych, rekombinantowych enzyméw (ENO2
wiasciwego dla tachyzoitéw i ENO1 lokalizowanego w bradyzoitach) pozwolita
stwierdzi¢, ze oba te enzymy majg zblizong stalg Michaelisa (Ky), jednak
szybkos¢ maksymalna powstawania kompleksu enzym — substrat (Vmax) jest
trzykrotnie wyzsza w przypadku ENO2. Ta rdznica w kinetyce wigzania
substratu przez oba enzymy wskazuje na réznice w metabolizmie ,aktywnych”,
szybko dzielgcych sie tachyzoitéw i ,uspionych” bradyzoitow [Tomavo, 2001;
Dzierszinski i wsp., 2001].

Budowa antygenowa cysty tkankowej jest stosunkowo mato poznana.
Dotychczas zidentyfikowano glikoproteine budujaca $ciane cysty zwang CST1
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[Zhang i wsp., 2001] oraz antygen macierzy cysty tkankowej MAG1 (65 kDa)

[Parmley i wsp., 1994], majacy silne wtasciwosci immunogenne.

3.1.9. Charakterystyka wybranych antygen6w pasozyta

3.1.9.1. Biatka powierzchniowe SAG4 i BSR4

Antygeny SAG4 (P18) i BSR4 (P36) nalezg do biatek powierzchniowych
bradyzoitoéw, zakotwiczonych w zewnetrznej btonie pasozyta przy pomocy reszt
GPI (glikozylofosfatydyloinozytolu) [Odberg-Ferragut i wsp., 1996; Knoll i
Boothroyd, 1998]. Antygendéw tych nie wykryto w tachyzoitach i sporozoitach.
BSR4 wykazuje duzg homologie do biatka SAG1 i SAG3, nalezy do tzw.
podrodziny biatek SAG1. Antygeny SAG4 i BSR4 z tego wzgledu, iz wystepujg
jedynie w stadium rozwojowym bradyzoitu, uwazane sg za stabilne markery tej
formy rozwojowej pasozyta. Funkcja tych biatek dotychczas pozostaje

nieokreslona.

3.1.9.2. Biatka granul o duzej gestosci GRA2, GRA4, GRA5 i GRA9

Antygeny GRA wydzielane sg do powstajgcej wakuoli pasozytniczej,
gdzie nastepnie wtgczane sg w jej btone (GRA3, GRA5 i GRA8) umozliwiajacqa
kontakt pasozyta z komorkg gospodarza i transport substancji odzywczych.
Budujg takze wewnetrzng sie¢ mikrotubul (GRA1, GRA2, GRA4, GRAG6, GRAT7 i
GRA9) stabilizujgca strukture oraz umozliwiajgcg wzrost wakuoli. Antygeny
granul wystepujg rowniez w $wietle wakuoli pasozytniczej, gdzie zabezpieczajg
pierwotniaka przed szkodliwym dziataniem lizozymu gospodarza i
zakwaszeniem.

GRAZ2 jest glikoproteing o masie 28 kDa [Zinecker i wsp., 1998], ktora
ulega ekspresji w tachyzoitach, gdzie buduje wewnetrzng sie¢ mikrotubul,
stabilizujgcych wakuole pasozytniczg oraz w bradyzoitach, bedac sktadnikiem
Sciany cysty tkankowej. Wprowadzenie mutacji we fragmencie genu gra2,
powodujacej zmiane konformacji a-helisy wystepujacej w biatku, zaburza
powstawanie prawidtowe]j struktury sieci mikrotubul. Szczepy T. gondii RH ze
zmutowanym genem charakteryzujg sie obnizong zjadliwoscig wobec myszy w

poréwnaniu ze szczepami dzikiego typu [Mercier i wsp., 1998].
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Rozpuszczalny antygen GRA4 (40 kDa), podobnie jak GRA2, buduje
makromolekularny kompleks wewnatrz wakuoli pasozytniczej. Po 5 minutach od
momentu inwazji lokalizowany jest po obu stronach komorki pasozyta, a po ok.
15 wystepuje juz tylko w jej wnetrzu [Labruyére i wsp., 1999]. GRA4 jest
biatkiem bogatym w reszty glicyny i proliny. Dojrzaly antygen zawiera
pojedynczg domene hydrofobowg (lokalizowang w obrebie 270-296 reszty
aminokwasowej), motyw wigzacy ATP/GTP oraz tzw. petle P. Wystepowanie
regionéw bogatych w proline oraz fragmentu wigzacego ATP sugeruje, ze
antygen GRA4 zaangazowany jest w przekazywanie sygnatbw badz w
oddziatywanie typu biatko-biatko.

GRA5 (21 kDa), zbudowane z 120 reszt aminokwasowych, jest
wydzielane jako rozpuszczalne biatko do powstajgcej wakuoli pasozytniczej.
Nastepnie N-koniec antygenu, gdzie zlokalizowana jest 18 aminokwasowa
domena transmembranowa, zostaje wbudowany w jej btone, a fragment C-
kohcowy pozostaje skierowany do sSwiatta wakuoli. Usuniecie 8 reszt
aminokwasowych z domeny hydrofobowej zaburza proces wbudowywania
antygenu GRA5 w btone wakuoli [Lecordier i wsp., 1999].

Antygen GRA9 (41 kDa) zostat po raz pierwszy opisany jako biatko B10
[Nockemann i wsp., 1998]. Duza =zawarto$¢ hydrofilowych reszt
aminokwasowych w dojrzatym biatku GRA9 (51%), podobnie jak w przypadku
antygendw GRAL (51%) oraz GRA2 (50,7%) sugeruje, iz wystepuje ono w
granulach géwnie w formie rozpuszczalnej. Jednak pewna czesc¢ tego antygenu
tworzy frakcje nierozpuszczalng, co jest ttumaczone obecnoscig amfipatycznej
a-helisy (w pozycji 82-101) oraz dwéch, krotkich hydrofobowych a-helis (202-
214 i 253-264) [Adjogble i wsp., 2004]. Podobne motywy wystepujg w biatku
GRA2. Antygen GRA9 odgrywa role w poézniejszej fazie dojrzewania sieci

tubularno-pecherzykowej wewnatrz wakuoli pasozytniczej.

3.1.9.3. Antygen ROP1

ROP1 (61 kDa) jest jednym z dziewieciu biatek lokalizowanych w
roptriach. Badania ultrastrukturalne pokazaty, ze antygen ROP1 jest wydzielany
do powstajagcej (podczas wnikania pasozyta do komorki gospodarza) wakuoli

pasozytniczej [Saffer i wsp., 1992], po czym szybko zanika, co sugeruje duze
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znaczenie tego biatka w poczatkowej fazie inwazji. ROP1 czesto okreslany jest
mianem tzw. czynnika wzmacniania penetracji — PEF (ang. Penetration
Enhancing Factor), jednak sposob jego funkcjonowania nie jest w peni
poznany. Komorki T. gondii szczepu RH, ktére posiadaty zmutowany gen ropl
wykazywaty zmniejszenie 0 50% srednicy roptrii [Soldati i wsp., 1995].

Dojrzaty antygen ROP1 powstaje w wyniku odciecia tzw. pro-regionu z
N-konca biatka w dojrzewajgcych roptriach [Soldati i wsp., 1998]. Miejsce
proteolitycznego ciecia, miedzy 83 resztg kwasu glutaminowego a 84 resztg
alaniny, zostato zidentyfikowane dzieki zastosowaniu spektroskopii masowe;j
[Bradley i Boothroyd, 1999]. Dzieki tej metodzie wykazano takze brak (w
sekwencji dojrzatego biatka) miejsc modyfikacji potranslacyjnych (glikozylacji i
fosforylacji). Ponadto  sekwencja aminokwasowa ROP1  wykazuje
charakterystyczny asymetryczny tadunek, co sugeruje zaangazowanie tego

antygenu w wigzanie innych biatek.

3.1.9.4. Biatka mikronem MIC1 i MIC3

Antygeny MIC1 i MIC3 sg dwoma z 11 dotychczas opisanych biatek
mikronem. Wszystkie biatka MIC posiadajg typowqg strukture z powszechng
ws$rdd nich organizacjg domen, np. zawierajg domene EGF (ang. epidermal
growth factor), czy TSR1 (ang. trombospondin type 1 repeat) [Meissner i wsp.,
2001]. Cechg charakterystyczng antygenow nalezacych do tej rodziny jest
zdolnos¢ do tworzenia stabilnych, adhezyjnych kompleksow, ktore sg
formowane w retikulum ednoplazmatycznym (Rys. 10). Kompleksy adhezyjne
zawierajg tzw. biatko eskortujgce (odpowiedzialne za prawidtowe dojscie do
mikronem) oraz jedno lub kilka biatek rozpuszczalnych. Antygeny MIC1 i MIC3
sq gtéwnymi sktadnikami dwdéch takich kompleksow: MIC6/MIC1/MIC4 (Rys. 10
A) oraz MIC8/MIC3 (Rys. 10 B).
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Kompleks MIC6MIC1MIC4 Kompleks MIC8MIC3 Kompleks MIC2M2AP

Rys. 10. Schematyczna budowa kompleksow adhezyjnych T. gondii: (A)
heterotrimeryczny kompleks adhezyjny zbudowany z biatek MIC6, MIC1 i MIC4; (B)
kompleks adhezyjny zbudowany z biatek MIC8 i MIC3; (C) heterodimeryczny kompleks
zbudowany z biatek MIC2 i M2AP. E — domena EGF, T — domena TSR, A — domena jabtka,
L — domena lektyno-podobna, | — domena integrynowa, M — 6 powtdrzen sekwencji
trombospondyno-podobnych, B — domena B kartki, N — fragment N-koncowy biatka, C —
fragment C-koncowy biatka [Carruthers, 2002].

Rozpuszczalne biatko MIC1 (49 kDa) stanowi rdzen kompleksu,
jednoczesnie oddziatujgc z antygenami MIC4 i MIC6 oraz komérka gospodarza
(Rys. 11). Jest okreslane jako laktozo-specyficzna lektyna, ktéra posiada
zdolnos¢ do wigzania receptorow glikoproteinowych zawierajgcych laktoze,
wystepujacych na powierzchni atakowanej komorki gospodarza [Lourenco i
wsp., 2001]. W N-koncowej czesci tancucha MIC1 znajduje sie domena TSR1-
podobna, spetniajgca podwdjng funkcje: wigzania do komérki gospodarza oraz
przytaczania antygenu MIC4 — rozpuszczalnej adhezyny zawierajgcej szes¢
domen tzw. ,jabtka” (ang. apple) o masie 61 kDa. Domeny wystepujagce w
biatku MIC4 zawierajg liczne (znajdujgce sie w nierdwnych odlegtosciach od
siebie) reszty cysteinowe, ktére tworzg mostki disiarczkowe, czego
nastepstwem jest uformowanie struktury przypominajgcej jabtko. C-koncowa
czes¢ MIC1 zawiera domene galektyno-podobng, ktéra odpowiedzialna jest za
prawidiowe ztozenie antygenu oraz stabilizacje transmembranowego biatka
MIC6 (34 kDa). Antygen MIC6 posiada trzy domeny EGF, tzw. region kwasny
(ang. acidic) oraz czes¢ transmembranowg (TM), ktéra spetnia funkcje
kotwiczaca kompleks adhezyjny. Podczas transportu heterotrimerycznego
kompleksu (MIC6/1/4) pierwsza domena EFG biatka MIC6 ulega

proteolitycznemu odcieciu.
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BLONA CYTOPLAZMATYCZNA

Rys. 11. Schematyczna organizacja domen w biatkach MIC1, MIC4 oraz MIC6
T. gondii. Budowa kompleksu adhezyjnego (MIC6/1/4); TRS - domena zlozona z
powtérzen wykazujacych podobienstwo do trombospondyny typu 1, CT - domena
cytoplazmatyczna, A — tzw. domena jabtka, EGF — domena wykazujgca podobienstwo do
naskorkowego czynnika wzrostu, TM — domena transmembranowa, acidic — region kwasny

[Saouros i wsp., 2005].

Biatko MIC3, bogate w reszty cysteinowe, wystepuje w formie
homodimeru (90 kDa) i podobnie jak antygeny MIC1 oraz MIC4 uczestniczy w
procesie adhezji pasozyta do komorki gospodarza. MIC3 tworzy kompleks
adhezyjny z biatkiem transmembranowym MIC8, ktére (analogicznie jak
antygen MIC6 opisany wczesniej) spetnia funkcje tzw. eskortera. Dojrzate biatko
MIC3, powstajace po odcieciu 66 poczatkowych reszt aminokwasowych,
zawiera pie¢ (czesciowo zachodzacych na siebie) domen EGF oraz domene
wiazaca chityne. Srodkowa cze$¢ biatka (68-306 reszta aminokwasowa),
bogata w reszty cysteinowe, jest zaangazowana w rozpoznawanie i tgczenie sie
z odpowiednim receptorem znajdujgcym sie na komorce zywiciela [Garcia-
Réguet i wsp., 2000].
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3.1.9.5. Biatko BAG1 i MAG1

Biatko antygenowe BAG1 (ang. Bradyzoite Antigen, hsp30) o masie
czasteczkowej 28 kDa nalezy do rodziny tzw. biatek szoku termicznego — hsp
(ang. heat-shock proteins). BAGL1 jest typowym antygenem bradyzoitéw [Bohne
i wsp., 1995], okreslanym takze w literaturze jako BAG5 [Parmley i wsp., 1995].
Antygen ten nie ulega ekspresji w stadium rozwojowym tachyzoitu i sporozoitu.
Wykazuje bardzo duze podobienstwo do matych biatek szoku termicznego
roslin — smHsps (ang. small heat shock protein of plants). Jest to antygen
cytoplazmatyczny, ktory produkowany jest w duzej ilosci podczas przemiany
formy rozwojowe] tachyzoitu w bradyzoit indukowanej przez niekorzystne
czynniki zewnetrzne. Z tego powodu biatko BAG1 jest uwazane za typowy
marker do rozpoznania stadium rozwojowego bradyzoitow, ktérych pojawienie
sie swiadczy o przewlektej fazie choroby. Ekspresja genu bagl (ztozonego z 4
eksonébw i 3 introndéw) regulowana jest przez poziom mRNA. W
przeprowadzonych badaniach (dotyczacych okreslenia funkcji biatka BAG1)
wykazano, iz usuniecie genu bagl redukuje wydajnos¢ procesu tworzenia cyst
tkankowych, jednak nie powoduje catkowitego jego zatrzymania [Zhang i wsp.,
1999]. Wyniki tych badan sugerujg, ze biatko to nie moze byc¢ inicjatorem
procesu przemiany formy rozwojowej tachyzoitu w bradyzoit. Nie oznacza to
jednak, ze antygen BAG1 nie spetnia zadnej roli w réznicowaniu form pasozyta.

MAGL1 jest biatkiem o masie czgsteczkowej 65 kDa, ktore buduje Sciane
cysty tkankowej oraz wystepuje w jej cytoplazmie (tzw. macierzy), pomiedzy
komérkami bradyzoitow [Parmley wsp., 1994]. Ze wzgledu na lokalizacje,
antygen ten poczatkowo uznawany byt za biatko typowe dla bradyzoitéw i
okreslany mianem markera do rozpoznania tej formy rozwojowej pasozyta. W
wyniku pozniejszych badan stwierdzono, ze ekspresja genu kodujgcego biatko
MAG1 zachodzi rowniez w tachyzoitach, chociaz na znacznie nizszym poziomie
[Ferguson i Parmley, 2002]. Najprawdopodobniej antygen ten jest lokalizowany
takze we wnetrzu wakuoli pasozytniczej, co uniemozliwia jego wykorzystywanie
jako markera przemiany fazowej. Ponadto, Ferguson i Parmley wykazali, z
wykorzystaniem testu Western blotting i przeciwciat anty-MAG1, wystepowanie
jednej formy antygenu MAG1 w ekstrakcie z cyst tkankowych oraz dwéch form

tego biatka w lizacie tachyzoitéw. Najprawdopodobniej u tej formy rozwojowej
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pasozyta MAGL1 ulega innej obrobce potranslacyjnej i spetnia inng (do tej pory

nie poznang) funkcje.

3.2. Patogeneza

3.2.1. Epidemiologia

Zarazenie T. gondii jest szeroko rozpowszechnione na catym sSwiecie.
Dotyczy ono zarowno ludzi jak i zwierzat (gtownie kotéw, pséw, bydta, owiec,
kur i $win). Przypuszcza sie, ze zarazonych pasozytem jest ok. 5x10° ludzi na
Swiecie. W populacji ludzkiej czestos¢ zarazenia jest uzalezniona od bardzo
wielu czynnikéw (klimatu, sposobu odzywiania oraz warunkdéw sanitarno-
epidemiologicznych). Najwyzsze odsetki zarazen wystepujg w Kklimacie
umiarkowanym i cieptym z uwagi na optymalng temperature i wilgotnosc
Srodowiska sprzyjajgca sporulacji i dtugiemu okresowi przetrwania oocyst.
Zarazenie cztowieka moze nastgpic¢ drogg [Tenter i wsp., 2000]:

pokarmowag — przez spozycie surowego lub niedogotowanego miesa

zawierajgcego cysty tkankowe pasozyta. Niebezpieczne dla cztowieka

mogq byc¢ takze oocysty znajdujgce sie w wodzie, glebie lub warzywach
zanieczyszczonych fekaliami kota, ale takze i inne wydzieliny i wydaliny
zarazonych zwierzat (np. mleko, $lina, mocz, kat, nasienie).

tozyskowg — dotyczy zarazenia ptodu podczas czynnej inwazji u matki w

czasie cigzy.

Poza drogg pokarmowg i tozyskowg zarazenie cztowieka pasozytem T.
gondii moze mie¢ miejsce podczas transfuzji krwi lub przeszczepu zakazonych
narzgdéw, oraz na przyktad w czasie pracy z materiatem zakaznym u personelu
laboratoryjnego [Herwaldt, 2001].

W badaniach wykonanych w latach 1991-2000, z wykorzystaniem probek
surowic prawie 10 tysiecy o0s6b pochodzacych gtéwnie z terenu Polski
potudniowej, wykazano, iz zarazenie pasozytem wystepuje czesciej w populacji
wiejskiej oraz pteC zenska jest w wyzszym stopniu zarazona T. gondii niz pte¢
meska. Badania ponadto potwierdzity powszechnie przyjetg teorie, ze odsetek
zarazonych ludzi z ich wiekiem narasta oraz zarazenie T. gondii u cztowieka ma

charakter skokowy (Rys. 12) [Dymon i Kempinska, 2001].
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procent zarazonych

riasto wigd

4-14 lat

15-21 lat 22-83 lat plec meska pheé zefiska

Rys. 12. Czestos¢ zarazenia T. gondii w zaleznosci od srodowiska, wieku i ptci

[Dymon i Kempinska, 2001].

3.2.2. Charakterystyka choroby

3.2.2.1. Podziat toksoplazmozy

W zaleznosci od przyjetych kryteriow takich jak: sposob i moment

zarazenia, objawy i przebieg choroby, dokonano podziatu toksoplazmozy na

odpowiednie jednostki chorobowe (Tab. 4).

Tab. 4. Podziat toksoplazmozy za wzgledu na przyjete kryteria [Kruszewski i

Miller, 2004].
KRYTERIA PODZIAL

moment zarazenia wrodzona
nabyta

przebieg choroby utajona
przewlekta
podostra
ostra

objawy kliniczne

bezobjawowa (utajona)
objawowa

w okresie cofania sie objawow

sposoéb zarazenia

pierwotna

nawrotowa

umiejscowienie zmian

patologicznych

c ¢ clc )l

narzadowa lub uktadowa

uogdlniona
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3.2.2.2. Kliniczne postacie toksoplazmozy

Obraz kliniczny toksoplazmozy i zwigzany z nim stopien ciezkosci i
nasilenia objawéw zalezy do kilku czynnikow, wsrdd ktorych jako najwazniejsze
nalezy wymienic¢: (1) sprawnosc¢ uktadu immunologicznego zywiciela, (2) drogi
zarazenia (toksoplazmoza wrodzona czy nabyta), (3) intensywnosci inwazji, (4)
zjadliwo$¢ szczepdéw T. gondii oraz (5) zdolnos¢ regeneracji zarazonej tkanki
(niewidoczne uszkodzenia w przypadku inwazji do tkanki tgcznej, nabtonka lub
limfy). Na podstawie najczesciej spotykanego zespotu objawdéw wyrdznia sie
nastepujgce postacie Kkliniczne toksoplazmozy: posta¢ nabytg u os6b z
prawidtowym stanem odpornos$ci, wrodzong, oczng oraz toksoplazmoze uktadu
nerwowego i toksoplazmoze u 0séb z niedoborem odpornosci.

Toksoplazmoza nabyta u ludzi z prawidtowo funkcjonujgcym uktadem
immunologicznym przebiega w ponad 80% bezobjawowo. Jedynie w 10-15%
przypadkéw wystepujg tagodne objawy pod postacig powiekszenia weztow
chtonnych (gtéwnie szyjnych), uczucia ostabienia i umiarkowanej goraczki.
Limfadenopatic moga towarzyszyC objawy przypominajgce grype (zte
samopoczucie, bole miesni i stawOw, znaczny stopien osfabienia) oraz
przemijajgca wysypka skorna. Toksoplazmoza nabyta z objawami ze strony
narzadéw wewnetrznych (zapalenie ptuc, miesnia sercowego, niedokrwistosc,
niewydolnos¢ watroby) lub zapaleniem moézgu czy miesni szkieletowych
wystepuje bardzo rzadko u tej grupy pacjentéw. U wiekszosci chorych objawy
ustepujg samoistnie, bez leczenia przeciwpasozytniczego i choroba przechodzi
w posta¢ utajong — w organizmie zywiciela pojawiajg sie cysty tkankowe
zawierajgce bradyzoity [Tenter i wsp., 2000].

Toksoplazmoza wrodzona, dotyczaca ptodow zarazonych drogg
tozyskowa, jest nastepstwem pierwotnej inwazji T. gondii u kobiet w czasie
cigzy lub w okresie krotko poprzedzajgcym zaptodnienie. Z tego wzgledu, iz
toksoplazmoza nabyta w wiekszosci przypadkow ma charakter bezobjawowy
lub skapoobjawowy, duzg trudnoscig jest prawidtowe jej zdiagnozowanie
jedynie na podstawie obrazu klinicznego. Czestos¢ wystepowania przeciwciat u
kobiet ciezarnych jest zr6znicowana i zalezy od pofozenia geograficznego,
klimatu, warunkow higieniczno-sanitarnych, zwyczaju spozywania surowego

miesa oraz liczebnosci populacji kotow w danym kraju. Szacuje sie, ze 1 na 10
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kobiet podczas cigzy przechodzi zarazenie pasozytem. W ok. 30-40%
przypadkéw dochodzi do przejscia pasozyta poprzez tozysko. Z szacunkowych
danych, w Polsce ocenia sie czestos¢ toksoplazmozy wrodzonej na 200
przypadkéw rocznie [Lipka i Milewska-Bobula, 2001]. Na zarazenie ptodu
gtéwnie wplywa stan tozyska (w trakcie cigzy wzrasta jego przepuszczalnosc),
zjadliwo$¢ szczepu T. gondi, stosowane leczenie przeciwpasozytnicze,
ksztattujgca sie odpowiedz immunologiczna ptodu oraz sprawnosc¢
immunologiczna organizmu matki pozwalajgca ograniczy¢ parazytemie. Z tego
wiec powodu, ryzyko zarazenia ptodu w znacznej mierze zwigzane jest z

okresem cigzy, w ktérym nastepuje zarazenia matki (Tab. 5).

Tab. 5. Zaleznos¢ ryzyka zarazenia ptodu od okresu cigzy [Stray-Pedersen,

1993].
CZAS TRWANIA CIAZY RYZYKO ZARAZENIA
(tygodnie) PLODU (%)

<6 1

6-12 4

13-24 20

>24 20-80

36-38 90

Toksoplazmoza wrodzona moze ujawni¢ sie w szerokim spektrum
objawow klinicznych, ktére zalezg w duzym stopniu od okresu zarazenia ptodu
podczas cigzy (Tab. 6). Gtéwny problem stanowi to, ze 75-90% noworodkéw
zarazonych pasozytem nie wykazuje objawéw Kklinicznych bezposrednio po
urodzeniu. Takie objawy mogg ujawni¢ sie dopiero w pdézniejszym okresie zycia
dziecka (np. dzieciecym lub mtodzienczym). Charakteryzujg sie woéwczas
ciezkim przebiegiem, najczesciej ze zmianami w narzadzie wzroku (zapalenie
siatkbwki i naczyniéwki) lub opdznieniem rozwoju umystowego oraz utratg
stuchu [Tenter i wsp., 2000]. W przypadku toksoplazmozy wrodzonej u
niewielkiej liczby noworodkow stwierdzana jest klasyczna triada objawow (tzw.
triada Sabina-Pinkertona), charakteryzujgca sie zwapnieniem siatkowki i
naczyniowki, wodogtowiem i matogtowiem oraz zwapnieniem srédczaszkowym.
Drugg grupe noworodkdw stanowig dzieci z objawami uogolnionymi
(wskazujgcymi na mozliwos¢ zarazenia T. gondii) takimi jak: powiekszenie
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watroby i sledziony, nasilona lub przediuzajgca sie zottaczka, objawy skazy
krwotocznej, zmiany w narzadzie wzroku, zmiany w osrodkowym uktadzie

nerwowym, niska punktacja w skali Apgar, wczesniactwo.

Tab. 6. Objawy kliniczne w zaleznosci od okresu zarazenia kobiety ciezarnej
pasozytem T. gondii.

TRYMESTR | ODSETEK ZARA20NYCH OBJAWY KLINICZNE
NOWORODKOW (%)
I 17 poronienie, pordd przedwczesny
] 25 zwapnienie srodczaszkowe,

niedorozwoj umystowy,
uszkodzenie gafki ocznej

i 64 postac lekka, w 85% bezobjawowa

Toksoplazmoza oczna charakteryzuje sie zréznicowanym obrazem
klinicznym. Prawie u wszystkich os6b z wrodzona, nie leczong toksoplazmoza,
wystepuja w wieku dojrzatym zmiany w siatkbwce i naczyniowce oka, a u
potowy tych chorych mozna stwierdzi¢ uposledzenie wzroku. Toksoplazmoza
oczna jest nawracajgcym sie |1 postepujgcym schorzeniem, wymagajgcym
wielokrotnie powtarzanego leczenia [Schnyder, 1995; Vallochi i wsp., 2002].
Toksoplazmoza uktadu nerwowego (u o0sO6b =z prawidiowg odpowiedzig
immunologiczng) nie jest specyficzna, w nastepstwie czego wymaga
réznicowania z takimi jednostkami chorobowymi jak: guz moézgu, stwardnienie
rozsiane, zanik moézgu, zapalenie wielonerwowe. We wrodzonej toksoplazmozie
wachlarz objawdw jest bardzo szeroki: od ciezkich postaci ostro przebiegajacej
encefalopatii do niklych, trudno dostrzegalnych zmian neurologicznych
[Holtkamp i wsp., 2004; Duzovali i wsp., 2005]. Bardzo powaznym problem jest
takze toksoplazmoza u 0séb z uposledzonym uktadem immunologicznym (np.
poddanych transplantacji narzadéw, chorych na nowotwory lub AIDS), w
przypadku ktérych sprawnos¢ obronna organizmu gospodarza jest
niewystarczajgca do ograniczenia parazytemii. Nie kontrolowane namnazanie
pasozytéw, prowadzi do powstania ognisk martwicy tkanek. U oséb z obnizong
odpornoscia, najczesciej nastepuje zajecie centralnego uktadu nerwowego, co
jest nastepstwem zaburzen umystowych (68%), zaburzeh ruchowych (32%),
drgawek (24%), nieprawidtowych odruchow (16%), bdélow gtowy (14%),
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odruchéw wymiotnych i zaburzen czucia (5%). Charakterystyczne dla postaci
mdbzgowej jest wystepowanie zaburzen swiadomosci (Spigczka) oraz deficytow
neurologicznych [Spiewak i Matafiej, 1996]. Zmiany chorobowe (u tej grupy
pacjentdw) moga takze dotyczy¢ miesnia serca, gatki ocznej oraz ptuc [Montoya
i Liesenfeld, 2004].

3.2.3. Leczenie toksoplazmozy

Wskazaniami do leczenia toksoplazmozy jest pierwotna inwazja T. gondii
u kobiety w czasie cigzy, posta¢ wrodzona choroby oraz toksoplazmoza u oséb
z niedoborem odpornosci. U dzieci z toksoplazmozg wrodzong poza leczeniem
farmakologicznym czesto konieczne jest takze leczenie rehabilitacyjne,
okulistyczne, oraz operacyjne (np. dzieci z wodogtowiem). Postepowanie w
leczeniu toksoplazmozy uzaleznione jest od stanu klinicznego oraz badan
serologicznych pacjenta. W wielu przypadkach terapia kontynuowana jest przez
okres ok. jednego roku. Ponadto najczesciej podczas leczenia stosuje sie
terapie skojarzong przy pomocy kilku lekéw lub podaje sie kolejne leki po sobie.

W leczeniu farmakologicznym toksoplazmozy juz w roku 1941
stosowano sulfonamidy, a nastepnie do leczenia wigczono pirymetamine.
Obecnie w terapii najczesciej stosuje sie jednoczesnie sulfadiazyne (4-
8g/dzien) i pirymetamine (50-100g/dzien). Dzieki dziataniu antagonistycznemu
w stosunku do kwasu foliowego leki te hamujg synteze kwaséw nukleinowych
pasozyta. Majg jednak negatywny wptyw na organizm cztowieka powodujac
zahamowanie czynnosci szpiku kostnego. W leczeniu toksoplazmozy w celu
zapobiegania niedokrwistosci (zwigzanej gtownie z toksycznym dziataniem
pirymetaminy), nalezy jednoczesnie stosowa¢ kwas foliowy. W przypadku
matych dzieci i kobiet w | trymestrze cigzy, do leczenia toksoplazmozy
wprowadzono takze antybiotyki z grupy makrolidow. Najwczesniej byta to
spiramycyna, a nastepnie erytromycyna, roksytromycyna, klarytromycyna,

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

3.2.4. Zapobieganie toksoplazmozie wrodzonej
Zarazenie T. gondii jest szeroko rozpowszechnione na catym sSwiecie.

Szczegolnie istotny problem stanowi toksoplazmoza wrodzona, ktéra jest
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przyczyng smierci ptodow lub wad wrodzonych u nowo narodzonych dzieci. Z
tego wzgledu zapobieganie tej chorobie powinno by¢ wszechstronne. Dziatania
profilaktyczne powinny obejmowaé¢ edukacje zdrowotng spoteczenstwa,
podczas ktérej ludzie powinni by¢ informowani o zasadach zapobiegania
chorobie. Zwalczanie toksoplazmozy wrodzonej moze przebiega¢ wedtug
trzech strategii. Jedng z nich jest tzw. zapobieganie pierwszego rzedu, ktére
polega na ograniczeniu szerzenia sie toksoplazmozy w populacji ludzi i zwierzat
(szczegdlnie ograniczeniu ekspozycji kobiet w cigzy podatnych na zarazenie T.
gondii). Zapobieganie drugiego rzedu realizowane powinno by¢ poprzez
masowe badania przesiewowe lub wybidrcze kobiet ciezarnych podejrzanych o
aktywng toksoplazmoze. W przypadkach wskazujgcych na zarazenie ptodu,
matki powinny byc¢ leczone prewencyjnie. Natomiast zapobieganie trzeciego
rzedu powinno dotyczy¢ badan serologicznych krwi noworodkéw w kierunku
wrodzonej toksoplazmozy razem z badaniami przesiewowymi w kierunku
niektérych  zakazen wirusowych oraz choréb metabolicznych i/lub

uwarunkowanych genetycznie.

3.4. Odpowiedz immunologiczna na zarazenie T. gondii

T. gondii to pierwotniak wewnatrzkomorkowy, ktéry stymuluje zaréwno
komoérkowe jak i humoralne mechanizmy odpowiedzi immunologicznej
gospodarza. Odpowiedz ta rozni sie w poszczegodlnych etapach inwazji.

Efektem jest catkowita eliminacja pasozyta albo ustalenie stanu rownowagi.

3.4.1. Odpowiedz humoralna

W wyniku inwazji T. gondii do wnetrza komorki gospodarza organizm
zywiciela wytwarza odpowiednie przeciwciata skierowane przeciwko réznym
antygenom pasozyta. Zarazony organizm najpierw syntetyzuje przeciwciata
skierowane przeciwko antygenom powierzchniowym, a nastepnie przeciwko
biatkom cytoplazmatycznym. Immunoglobuliny pojawiajg sie w nastepujacej
kolejnosci klas: IgM, IgE, IgA oraz 1gG. Obecnie niewiele wiadomo o ich roli
obronnej, jednak w obecnosci dopetniacza moga powodowac lize tachyzoitow

znajdujgcych sie poza komorkg, a ponadto wykryto ich zdolnosci
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opsonizacyjne. Wysokg efektywnos¢ wykazujg przeciwciata 1gG (optaszczone
nimi tachyzoity sg szczegolnie podatne na niszczace dziatanie makrofagow).

Przeciwciata klasy IgM pojawiajg sie jako pierwsze w odpowiedzi na
inwazje pasozyta. Osiggajg najwyzszy poziom w pierwszych tygodniach
zarazenia, po czym ich ilos¢ maleje. Utrzymujg sie one w organizmie zazwyczaj
ok. 4-6 miesiecy. Jednak przy pomocy odpowiednio czutych testow
immunologicznych mozna je wykry¢é nawet po 12 miesigcach od momentu
zarazenia [Bonhomme i wsp., 1992]. Wykrycie immunoglobulin klasy M u
noworodka potwierdza zarazenie pasozytem, poniewaz matczyne IgM nie
przenikajg przez tozysko i sg wytwarzane przez ptod.

Przeciwciata klasy IgE pojawiajg sie mniej wiecej w tym samym czasie co
IgM i poprzedzajg nieznacznie pojawienie sie przeciwciat klasy IgA. Zazwyczaj
nie utrzymujg sie dtuzej niz 4 miesigce. Matczyne IgE nie przechodzg przez
tozysko. Mozna je wykry¢ we wrodzonej toksoplazmozie, zaraz po urodzeniu i w
ciggu pierwszego roku zycia u dzieci z wrodzong inwazjg [Pinon i wsp 1990;
Wong i wsp.1993]. Jednak w praktyce diagnostycznej wykrywanie przeciwciat
tej klasy jest bardzo rzadko wykorzystywane ze wzgledu na ich krotka obecnosé
i bardzo niskie stezenie w surowicy osob zarazonych.

Przeciwciata klasy IgA charakteryzujg sie podobng dynamikg jak
immunoglobuliny klasy M, przy czym mogq utrzymywac sie w organizmie nawet
do 9 miesigca. Obecnos¢ sladowych IgA obserwuje sie rzadziej. U zarazonych
ptodow przeciwciata te mozna wykry¢ juz w 23 tygodniu cigzy [Bonhomme i
wsp., 1992].

Najsilniejszg odpowiedz na zarazenie T. gondii obserwuje sie w klasie
przeciwciat 1gG, ktore pojawiajg sie jako ostatnie. Produkcja tych
immunoglobulin zaczyna sie juz ok. drugiego tygodnia od momentu inwazji
pasozyta. Miedzy drugim, a trzecim miesigcem przeciwciata te o0siggajg
najwyzszy poziom, ktory utrzymuje sie przez kilka miesiecy, po czym zazwyczaj
w ciggu dwdch lat, stopniowo ulega obnizeniu. Przeciwciata klasy 1gG w niskich
mianach sg obecne w krazeniu do konca zycia. Najsilniejszg odpowiedz
immunologiczng w fazie wczesnej i przewlekte] inwazji obserwuje sie w
podklasie IgG;. Natomiast przeciwciata podklasy 1gG; i IgG; produkowane sg w

mniejszych ilosciach. Ponadto stwierdzono, ze przeciwciata IgG; i 1gGs
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powodujg aktywacje komplementu i naptyw komoérek jednojgdrzastych do
miejsca inwazji [Bonhomme i wsp., 1992]. U noworodkéw matek z przewlekig
toksoplazmoza, przeciwciata IgG sa biernie przekazywane przez tozysko i
znikajg z krgzenia dziecka po ok. 6-12 miesigcach.

W walce z zarazeniem T. gondii udziat czynnikbw humoralnych jest
jednak  niewielki, poniewaz ich  dzialanie  ogranicza sie do
zewnatrzkomorkowych pasozytéw, wiec do okresu krétkotrwatej parazytemii w
organizmie zywiciela. Komorka pasozyta przez wiekszos¢ czasu znajduje sie w
wakuoli pasozytniczej (w wydzielonym przedziale wewnatrz komorki
gospodarza), co uniemozliwia przeciwcialom spetnianie ich ochronnej roli.
Zatem immunoglobuliny petnig drugorzedng role w nabytej odpornosci

przeciwko toksoplazmozie.

3.4.2. Odpowiedz komorkowa
Odporno$¢ komorkowa jest uwazana za najwazniejszy czynnik
kontrolujgcy procesy inwazji T. gondii u os6b z prawidiowo funkcjonujgcym
uktadem immunologicznym. Aktywne makrofagi, limfocyty CD4", CD8" oraz
cytokiny, podobnie jak interferon y odgrywajg znaczacq role zarébwno w ostrej
fazie inwazji jak i w przewlektym jej okresie. We wczesnej fazie zarazenia
szczegolna rola przypada limfocytom z receptorami TCR typu yd, ktore indukujg
na powierzchni zarazonych makrofagdéw ekspresje biatka wstrzgsu termicznego
hspP65 spetniajacego funkcje ochronng makrofagéw przed zaprogramowang
Smiercig po zarazeniu pasozytem.
Mechanizmy swoistej odpornosci, w ktérej biorg udziat limfocyty mozna
opisac nastepujgco:
@ limfocyty CD8" mogg zabija¢ wolne, pozakomoérkowe tachyzoity T.
gondii, jednak molekularne podstawy tego mechanizmu nie sg znane,;
@ limfocyty CD4" i CD8" zabijajg komorki zarazone pasozytem, proces ten
podlega restrykcji MHC;
@ limfocyty CD4" i CD8" biorg udziat w ksztattowaniu odpornosci przeciw T.
gondii przez wytwarzanie cytokin [Diugonska, 2000].
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Limfocyty Thl (wytwarzajace IFN-y, IL-2, TNF-B, IL-12) odpowiedzialne
sq za rozwoj reakcji komorkowych, czyli za obrone organizmu przed
wewnatrzkomorkowymi pasozytami. Natomiast limfocyty Th2 (produkujace IL-
4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13) wspomagajg rozwo0j reakcji humoralnych,
zaangazowanych w walke z patogenami zewngtrzkomorkowymi. Na przykfad za
miejscowg odporno$¢ w przewodzie pokarmowym (przeciwciata sekrecyjne
klasy IgA) odpowiadajg limfocyty Th2, a ogoélnoustrojowa odpornos¢ w
toksoplazmozie jest zalezna od limfocytéw Th1 i wytwarzanego przez nie IFN-y
[Dlugnska, 2000]. Odpowiednio wyrazona relacja miedzy subpopulacjami
limfocytow Th1/Th2 decyduje o0 rozwoju zarazenia T. gondi. W
przeprowadzonych badaniach wykazano, ze zarazenie myszy, posiadajgcych
mutacje w genie kodujgcym IL-10, awirulentnym szczepem pasozyta prowadzi
do smierci, bedacej wynikiem wzrostu syntezy IFN-y i IL-12 [Gazzinelli i wsp.,

1991]. W organizmie takich zwierzat nie rozwija sie stan parazytemii.

3.5. Diagnostyka toksoplazmozy

Istniejg cztery grupy pacjentéw, dla ktérych diagnostyka toksoplazmozy
ma bardzo duze znaczenie. Nalezg do nich kobiety ciezarne, ptody i noworodki
z toksoplazmozg wrodzong, osoby ze znacznym ostabieniem funkcji ukfadu
immunologicznego oraz pacjenci z nabytym uposledzeniem odpornosci.
Diagnostyka kazdej z czterech grup pacjentdw napotyka trudnosci, jednak
najwieksze wyzwanie stanowi okreslenie momentu inwazji T. gondii u kobiety

ciezarnej.

3.5.1. Laboratoryjne metody rozpoznawania toksoplazmozy

Prawidtowe rozpoznanie toksoplazmozy jest nieodzownym warunkiem
odpowiednich decyzji dotyczacych leczenia i zapobiegania toksoplazmozie.
Metody stuzgce do wykrycia T. gondii mozna podzielic na bezposrednie i
posrednie. Metody bezposrednie polegajg na wykryciu i izolacji catego pasozyta
lub jego antygenu. Natomiast metody posrednie polegajg na badaniu reakcji
odpornosciowej organizmu (zaréwno humoralnej jak i komérkowej).

W przypadku zarazenia pasozytem T. gondii, podobnie jak w nastepstwie

obecnosci innych patogendw (wirusow i bakterii), zaatakowany organizm
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wytwarza przeciwciata, co jest konsekwencjg ekspozycji na antygeny pasozyta.
Z tego powodu, aby ujawni¢ czynnik patogenny konieczne jest zaréwno
poszukiwanie pasozyta w badanym organizmie, jak rowniez jego antygendéw
oraz powstajgcych przeciwciat.
Idealna metoda diagnostyczna powinna spetni¢  nastepujgce
oczekiwania:
@ potwierdzi¢ lub wykluczy¢ zarazenie pierwotniakiem;
@ okresli¢ faze zarazenia (toksoplazmoza ostra lub przewlekta);
@ u kobiet w cigzy z pierwotng toksoplazmozg potwierdzi¢ lub wykluczy¢
zarazenie ptodu lub noworodka [Spiewak i Matafiej, 1996; Kmieé i wsp.,
2003].

3.5.1.1. Wykrywanie pasozyta

Obecnos¢ w organizmie pacjenta pasozyta T. gondii mozna wykryc
stosujgc badania mikroskopowe. W badaniach tych wykorzystuje sie np.
preparaty barwione metodg May-Grinwalda Ilub metodg Giemzy, ktére
charakteryzujg sie ograniczong czutoscig. Z tego wzgledu wykrywanie pasozyta
ta metodg ma niewielkie znaczenie diagnostyczne. Zdecydowanie bardziej
skuteczne jest stosowanie metody bezposredniej immunofluorescencji z
zastosowaniem znakowanych przeciwciat monoklonalnych. Wysokg czutoscig
odznaczajg sie takze metody immnohistochemiczne. Ponadto coraz szersze
zastosowania w diagnostyce (np. toksoplazmozy wrodzonej) znajduje metoda
PCR [Cazenave, 1992]. Najczesciej uzywane testy oparte na tej technice
pozwalajg wykry¢ pojedyncze geny p30 (kodujgce biatko antygenowe SAG1)
lub powtarzajacy sie gen bl. Interpretacja wynikéw uzyskanych metodg PCR
napotyka niekiedy na trudnosci, poniewaz w niektorych przypadkach nie mozna
jednoznacznie oceni¢ czy dodatni wynik badania jest odzwierciedleniem
czynnego procesu choroby czy np. efektem eliminowania z leczonego
organizmu unieczynnionych pasozytow.

Metody bezposrednie pozwalajg wykry¢ obecnos$¢ pasozyta w takich
materiatach jak: ptyn owodniowy, krew ptodu, tozysko, krew pepowinowa. Z

tego powodu badanie to gtdbwnie dotyczy hospitalizowanych w Kklinice
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potozniczej i ma na celu potwierdzenie lub wykluczenie toksoplazmozy
wrodzonej.

W diagnostyce toksoplazmozy stosowane sg rowniez metody posrednie.
Do metod tych zaliczane sg tzw. proby biologiczne, ktére polegajg na
izolowaniu pasozyta z materialu poddanego badaniu, a nastepnie jego
wprowadzeniu do organizmu zwierzat laboratoryjnych. Technika ta jest bardzo
czasochtonna (np. o dodatnim wyniku mozna wywnioskowac po uptywie 30-45
dni na podstawie obserwowania powstatych w mdzgu myszy cyst pasozyta),
zatem jest bardzo rzadko stosowana jako metoda diagnozowania
toksoplazmozy. W tego typu diagnostyce posredniej wykorzystuje sie rowniez
technike zarazania hodowli tkankowej.

3.5.1.2. Poszukiwanie antygenow krazacych

Antygen krazacy T. gondii, ktérego istnienie nie jest zwigzane z
obecnoscig i klasg przeciwciat, wystepuje we krwi pacjentéw przechodzacych
wczesng, pierwotng faze choroby oraz w niektorych przypadkach moze by¢
wykrywany w tzw. reaktywacji zarazenia. W organizmie cztowieka antygen
moze krazy¢ przez okres ok. 2-3 tygodni, przy czym jego wystepowanie w
surowicy pacjentdbw ma charakter przejsciowy. W zwigzku z tym wykrycie
antygenu moze stanowi¢ jedynie wskazowke aktywnej inwazji i powinno by¢
uzupetnione zastosowaniem innych metod umozliwiajgcych okreslenie fazy
zarazenia. Krgzacy antygen T. gondii moze réwniez by¢ wykrywany w ptynie
mozgowo-rdzeniowym, ptynie gatki ocznej oraz ptynie owodniowym. Do jego
wykrywania najczesciej stosuje sie metody immunoenzymatyczne, techniki
immunoelektroforezy, podwojnej dyfuzji w zelu i metody Western blotting
[Bitkowska i Dzbenski, 1989; Hassan i wsp., 1997].

3.5.1.3. Badania serologiczne

Badania serologiczne, bedace podstawg wspétczesnej diagnostyki
toksoplazmozy, polegajg na wykryciu w surowicy lub ptynach ustrojowych oséb
zarazonych pasozytem specyficznych przeciwciat anty-T. gondii [Pinon i wsp.,
2001]. Duze znaczenie diagnostyczne majg immunoglobuliny klasy G, ktére

syntetyzowane sg w organizmie zywiciela w najwiekszej ilos¢, oraz przeciwciata
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klasy IgM i IgA uznawane za wskazniki tzw. ostrej fazy choroby (szczegolnie
istotne w przypadku serodiagnostyki toksoplazmozy wrodzonej). Dynamika
przeciwciat klasy IgM jest zréznicowana i zalezy od uktadu immunologicznego
pacjenta, niekiedy mogq by¢ one wykrywane w surowicach osob z przewlektg
fazg choroby (Rys. 13).
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Rys. 13. Dynamika przeciwciat klasy 1gG oraz IgM (a, b i ¢ — oznaczajg trzy
rézne profile syntetyzowanych przez organizm zywiciela immunoglobulin M).

Badania serologiczne obejmujg laboratoryjne metody diagnostyczne,
ktore cechuje wysoka czuto$¢ i swoistos¢. Zastosowanie tego typu diagnostyki
w przypadku pacjentow z zaburzong funkcjg uktadu odpornosciowego lub u
immunologicznie niedojrzatych ptodéw jest jednak utrudnione. W takich
sytuacjach nalezy stosowa¢ inne metody (np. wykrywanie materiatu
genetycznego pasozyta lub krgzacych antygendw).

Pierwszym zastosowanym w diagnostyce toksoplazmozy odczynem
serologicznym byt wprowadzony przez Sabina i Feldmana w 1948 roku odczyn
barwny DT (ang. dye test), ktory polegat na pochtanianiu barwnika btekitu
metylenowego przez tachyzoity T. gondii. W obecnosci dopetniacza i
specyficznych przeciwciat klasy 1gG i IgM komorki pasozyta nie ulegaty
zabarwieniu. Metoda ta jest wysoce czuta i swoista, jednak nie roznicuje klas

przeciwciat i ponadto wymaga pracy z materiatem zakaznym. Prawie 10 lat
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poézniej, w 1957 roku Goldman i Kelen wprowadzili test immunofluorescencji
posredniej (OIP), ktéry znacznie utatwit serologiczne rozpoznawanie
toksoplazmozy i umozliwit ocene odpowiedzi typu humoralnego u cztowieka.
Test ten oprécz DT, do dnia dzisiejszego uznawany jest jako referencyjny.

W réznych badaniach serologicznych, do wykrywania specyficznych
przeciwciat anty-T. gondii, wykorzystuje sie rézne preparaty antygenowe (Tab.
7 i 8). Antygeny pasozyta uzyskiwane sg z tachyzoitow, otrzymanych z ptynu
otrzewnowego zarazonych myszy lub z kultur tkankowych in vitro. Jest to,
przygotowana w odpowiednich  proporcjach, mieszanka antygendw
cytoplazmatycznych i btonowych. Poniewaz przeciwciata pojawiajgce sie na
poczatku zarazenia skierowane sg przeciwko antygenom btonowym, wiekszos¢
stosowanych antygendw rozpuszczalnych wzbogacona jest dodatkowo
antygenem btonowym P30 (SAG1) dzikiego typu [Decoster, 1992].

Analizujgc dostepne metody stosowane w diagnostyce toksoplazmozy
stwierdzic mozna, iz brak dotychczas techniki idealnej o uniwersalnym
charakterze. Kazda z opracowanych metod posiada zaréwno zalety jak i wady.
Bardzo wazna jest jednak umiejetnos¢ odpowiedniego wyboru metody
adekwatnej do postaci klinicznej toksoplazmozy i stanu odpornosci osoby
badanej.
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Tab. 7. Charakterystyka preparatbw antygenowych oraz odczynéw
serologicznych stosowanych w diagnostyce toksoplazmozy.
Antygeny zwigzane
METODA WYKRYWANE CHARAKTERYSTYKA
PRZECIWCIALA
zalety: wykrywanie wczesnych
Test barwny 4G przeciwciat, dobra powtarzalnosg,
- antygen zywy g metoda referencyjna
wady: utrzymywanie zywego
szczepu T. gondii, koniecznos¢
stosowania swiezego dopetniacza
zalety: oznaczanie miana
Immunofluore_scencja G, laM przeciwciat dla kazdej klasy, niska
posrednia 9= 19 cena badania
- antygen utrwalony
formaling wady: odpowiednie wyposazenie
(koniecznos¢ posiadania
mikroskopu), trudnosc¢ ustalenia
miana, mozliwos¢ uzyskania
wynikéw fatszywie dodatnich
zalety: fatwos¢ odczytu, trwatos¢
Aglutynacja 4G + laM odczynnikow, duza przydatnosé¢ w
Ve . +
bezposrednia g g przypadku swiezego zarazenia
- antygen utrwalony
formaling wady: niska czutos$¢, wysokie
miano IgG moze maskowac
obecnos¢ IgM
zalety: prostota, duza czutosc
_Aglutync_’slcja o G testu, trwato$¢ antygenu
zwigkszonej czutosci g wady: brak automatyzacji, pozwala
- antygen utrwalony
formaling i trypsyna wylgcznie na ustalenie miana
przeciwciat IgG
zalety: wynik dodatni tylko na
Aglutynacja ,,AC” I9G w poczatku zarazenia

- antygen
utrwalony metanolem

poczatkowej fazie
zarazenia (6-12

wady: niedostepnos¢ w sprzedazy,

m-ca) trudno$¢ w przygotowaniu
odczynnikéw
zalety: wykorzystanie metody
Test ISAGA IgM, 1gA, IgE immuno-adsorpcji przeciwciat —
i ant{%(?rr]:;ti:]v;alony eliminuje interferencje czynnika

reumatoidalnego

wady: odczyt wizualny

52




Tab. 8. Charakterystyka preparatbw antygenowych oraz odczynéw
serologicznych stosowanych w diagnostyce toksoplazmozy.

Antygeny rozpuszczalne

METODA WYKRYWANE CHARAKTERYSTYKA
PRZECIWCIALA
@ zalety: jedna z najstarszych technik
Odczyn vv_iqzania G + laM badawczych (obecnie bardzo
dopefniacza d d rzadko stosowana)
- antygen o
cytoplazmatyczny @ wady: trudne wykonanie, niewielka
czutosé
@ zalety: prostota wykrywania
Odczyn lateksowy catkowitej ilosci przeciwciat,
- antygen |gG lub

cytoplazmatyczny IgG + IgM mozliwos¢ przeliczania na IU

@ wady: wynik fatszywie ujemny w
przypadku obecnosci duzej ilosci
przeciwciat IgG, brak r6znicowania

klas przeciwciat

@ zalety: mata wrazliwos¢ na

Test hemaglutynacji przeciwciata neutralne
- antygen '9G + lgM @ wady: brak mozliwosci
cytoplazmatyczny
+ btonowy réznicowania klas przeciwciat,
zaleznos¢ metody od jakosci i
rodzaju stosowanego antygenu
Test ELISA
@ posredni @ zalety: obiektywno$¢ odczytu,
- antygen 19G o .
dobra powtarzalno$¢ dla miana 10-
cytoplazmatyczny +
btonowy 300 IU, automatyzacja metody
@ wady: konieczna aparatura,
zaleznos¢ jakosci testu od
przygotowania antygenu
@ odwrocony IgM, IgA @ zalety: obiektywnosé odczytu,
- antygen automatyzacja, wyeliminowanie
cytoplazmatyczny + yzacja, Wy
btonowy interferencji z RF
@ wady: konieczna aparatura
Test ELIFA I9G, IgM @ zalety: szczegolnie przydatna przy
- antygen IgA, IgE ] . . -
poréwnaniu surowicy matki i
cytoplazmatyczny _ _ _ _
btonowy egzogenny surowicy z krwi pgpowinowej.
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3.5.2. Ocena przydatnosci diagnostycznych testow serologicznych w
réznicowaniu faz toksoplazmozy

W rutynowej diagnostyce toksoplazmozy najszersze zastosowanie majq
obecnie testy immunoenzymatyczne (gtéwnie test ELISA), pozwalajace na
oznaczenie w badanych surowicach przeciwciat klas 1gG, IgM i IgA. Bardzo
wazne jest by na podstawie pojedynczej préby surowicy z wykorzystaniem
takiego testu wtasciwie zdiagnozowac toksoplazmoze, czyli odpowiedzie¢ na
pytanie kiedy doktadnie zarazenie pasozytem miato miejsce. Jest to
szczegOlnie istotne u kobiet ciezarnych, u ktérych w przypadku pierwotnego
kontaktu z pasozytem istnieje mozliwos¢ zarazenia ptodu. Przez bardzo dtugi
okres czasu uwazano, iz wykrycie w surowicy osoby zarazonej przeciwciat
klasy IgM (pojawiajacych sie w bardzo duzym stezeniu w pierwszych
tygodniach po zarazeniu) jest markerem wczesnej fazy toksoplazmozy. Przy
diagnozowaniu etapu choroby obserwowano takze dynamike przeciwciat 1gG
swoistych dla T. gondii. Interpretacja wynikbw badan serologicznych, czyli
obecnosci i stezenia przeciwciat klasy IgG i IgM, w niektérych przypadkach
moze by¢ jednak bardzo trudna. Wynika to z faktu, ze w populacji oséb
dorostych, ktére przebylty zarazenie, przeciwciata klasy 1gG utrzymujg sie
bardzo dtugo na podwyzszonym poziomie. Natomiast stezenie przeciwciat klasy
IgM moze by¢ podwyzszone wiele lat po aktywnej toksoplazmozie [Brooks i
wsp., 1987; Herbrink i wsp., 1987; Del Bono i wsp., 1989]. Przeciwciata te mogq
by¢ wykrywane w surowicy niektérych oséb nawet do 48-72 miesiecy po
zarazeniu. Ponadto, wiekszos¢ (75%) noworodkow z wrodzong toksoplazmozg
nie ma przeciwciat klasy IgM, co spowodowane jest immunosupresjg uktadu
immunologicznego dziecka przez matczyne przeciwciata klasy 1gG anty-T.
gondii, przechodzace przez tozysko. U dorostych pod wyptywem
immunosupresji (np. leki, przeszczep) dochodzi do reaktywacji zarazenia (tzw.
reinwazja toksoplazmozy), przeciwciata klasy IgM zazwyczaj nie wystepujg, a
klasy 1gG moga utrzymywac sie na niskim lub srednim poziomie, nie wskazujac
na aktywng toksoplazmoze. Zatem oznaczenie obecnosci przeciwciat klasy IgM
i stezenia IgG moze nie wystarczy¢ do prawidtowej oceny stadium zarazenia

pierwotniakiem T. gondii.
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3.5.2.1. Awidnos¢ przeciwciat

W ostatnich latach do serodiagnostyki toksoplazmozy zostat
wprowadzony test oznaczania awidnosci przeciwciat klasy G swoistych dla T.
gondii. Test ten pozwala na ustalenie fazy zarazenia w oparciu 0 oznaczenie
sity wigzania przeciwciat IgG z antygenami pasozyta [Hedman i wsp., 1989;
Sensini i wsp., 1996; Cozon i wsp., 1998].

Termin awidno$¢ oznacza wypadkowg sit oddziatujgcych pomiedzy
catymi czgsteczkami przeciwciat i antygenem pasozyta, uwzgledniajgc przede
wszystkim ich warto$ciowos¢ oraz inne czynniki (np. wielkosc¢ i ksztatt) [Steward
I wsp., 1983; Inouye i wsp., 1984]. We wczesnej fazie inwazji przeciwciata
swoiste dla T. gondii charakteryzujg sie stabg sita wigzania antygenow.
Powstajgce kompleksy antygen — przeciwciato utrzymywane sg gtéwnie dzieki
wigzaniom wodorowym, ktore tatwo ulegajg rozerwaniu pod wptywem mocznika
wystepujacego w buforze stosowanym w tescie do odptukiwania nadmiaru
reagentow [Cozon i wsp., 1998; Suzuki i wsp., 2001]. Trwajgce zarazenie,
stymuluje uktad immunologiczny gospodarza. Wytwarzane w duzych ilosciach
przeciwciata 1gG cechujg sie coraz wiekszg sita wigzania z antygenem (tzw.
wysokg awidnoscig). Powstate kompleksy stajg sie stabilne w obecnosci
mocznika dzieki sitom elektrostatycznym, oddziatywaniom hydrofobowym, sitom
Van der Waalsa i wigzaniom wodorowym. Czas potrzebny na przejscie z niskiej
do wysokiej awidosci wynosi ok. 12-16 tygodni, zatem przeciwciata o wysokiej
awidnosci wystepujg w fazie przewlektej zarazenia, gdy pasozytow nie ma juz w
uktadzie krgzenia, a znajdujg sie w tkankach gospodarza w postaci cyst [Cozon
I wsp., 1998; Suzuki i wsp., 2001] (Rys. 14).
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Rys. 14. Dojrzewanie awidnosci przeciwciat klasy G w pierwotnym zarazeniu T.
gondii [Sobieszczanska, 2002].

Test oznaczania awidnosci 1gG swoistych dla T. gondii stanowi dobre
uzupetnienie serodiagnostyki toksoplazmozy. Wysoka awidnosc¢ 1gG oraz brak
wczesnych markerow aktywnego zarazenia (przeciwciata klasy M i/lub A)
przemawia za przewleka toksoplazmozg, a wiec pozwala na zrezygnowanie z
badania kolejnych prébek surowicy. Niska awidno$¢ duzych stezen IgG oraz
réownoczesna obecnos¢ przeciwciat klasy M i A pozwalajg podejrzewaé aktywng
toksoplazmoze, jednak przypadki srednich stezeh 1gG o niskiej awidnosci,
watpliwa obecnos¢ IgM | obecnos¢ lub brak IgA wymagajg badania

serologicznego dalszych prébek surowicy i obserwacji dynamiki przeciwciat.

3.5.3. Diagnostyka u kobiet w cigzy

W Polsce obecnie nie prowadzi sie badan przesiewowych u kobiet w
czasie cigzy w kierunku zarazenia T. gondii. Testy serologiczne sag jedynie
zalecane w kolejnych trymestrach cigzy. Kobiety ciezarne stanowig grupe
pacjentow, dla ktérych diagnostyka toksoplazmozy jest szczegdlnie istotna, ze
wzgledu na odlegte nastepstwa zarazenia wewngtrzmacicznego. U kobiety w
czasie cigzy po pierwsze nalezy potwierdzi¢ lub wykluczy¢ zarazenie
pasozytem T. gondii, a nastepnie precyzyjnie okres$lic w jakiej fazie choroby
znajduje sie pacjentka (wczesnej czy przewlekte)). Przyjmuje sie, ze kobiety
ciezarne, ktore ulegty zarazeniu przed zajsciem w cigze i posiadajg przeciwciata
klasy IgG w stezeniu do okoto 300 IU/ml sg zdolne do ochrony ptodu przed
zarazeniem. Wszystkie seronegatywne kobiety ciezarne, u ktérych nie wykryto

przeciwciat anty-T. gondii, nalezg do grupy ryzyka i powinny byc¢
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poinformowane o profilaktyce oraz koniecznosci powtarzania badan
serologicznych co trzy miesigce (Rys. 15 A). W przypadku, gdy w surowicy
pacjentki obecne sg przeciwciata klasy IgG nalezy ustali¢ czy jest to nastepstwo
wczesniejszego zarazenia (toksoplazmoza przewlekta), czy skutek obecnej
inwazji pasozyta (toksoplazmoza wczesna, pierwotna). W pierwszym przypadku
ma miejsce ochronne dziatanie przeciwciat, co nie stanowi zagrozenia dla
ptodu. Natomiast w przypadku toksoplazmozy wczesnej nalezy rozpoczac
leczenie kobiety ciezarnej. Dowodem na wczesng faze choroby jest 3-4 krotny
wzrost miana przeciwciat w klasie 1gG (Rys. 15 B), a takze pojawienie sie
przeciwciat w klasie IgM i dodatkowo w klasie IgA (Rys. 15 C) [Pinard i wsp.,
2003].

A)
I9G — GRUPARYZYKA U1 kontrola serologii w kolejnych trymestrach ciazy
IgM — U serokonwersja w nastepnych badaniach
Swiadczy o pierwotnym zarazeniu
B)

brak dynamiki ® BRAK ZAGROZENIA

IgG + badanie po 3 tygodniach /

S - \
dynamika = swieze zarazenie ®
ZAGROZENIE PLODU

) IgG +

IgG + IgM + badanie awidnosci lub dynamiki

IgM + badanie po 3 tygodniach / IgA — lgG

I9A — \ IgG + $wieze zarazenie
IgM + ZAGROZENIE PLODU
IgA +

IgG +

IgM + > Swieze zarazenie ® ZAGROZENIE PLODU

IgA +

Rys. 15. Schematy badan diagnostycznych na toksoplazmoze kobiet w czasie
cigzy: (A) schemat postepowania przy ujemnym wyniku badania, (B) schemat badan
kontrolnych, (C) schemat postepowania diagnostycznego przy dodatnim wyniku badan.
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3.5.4. Komercyjne testy diagnostyczne

Na rynku $wiatowym dostepnych jest wiele rbéznych testow
diagnostycznych wykrywajgcych zarazenia T. gondii. Zestawy komercyjne
oparte sg o0 zrOznicowane techniki, co jest uzaleznione od specyfiki
wykrywanych przeciwciat (klasy, rodzaju, miana). Na poczatku zarazenia
pasozytem w organizmie zywiciela syntetyzowane sg przeciwciata skierowane
przeciwko antygenom powierzchniowym T. gondii, ktére mogg by¢ wykrywane
np. przy pomocy proby barwnej (DT), immunofluorescencji posredniej (IF) lub
aglutynacji bezposredniej (DA). Nastepnie zarazony organizm wytwarza
przeciwciata  skierowane  przeciwko antygenom  cytoplazmatycznym,
wykrywanym np. z wykorzystaniem testow immunoenzymatycznych (ELISA,
ELIFA, EIA). Ponadto przeciwciata ro6znych klas pojawiajg sie w odmiennych
momentach trwania inwazji, réznig sie mianem i czasem wystepowania w
organizmie pacjenta, co przedstawiono w rozdziale 3.4.1. Zatem wynik badania
jest uzalezniony od techniki badawczej i stosowanego antygenu, bowiem np.
metoda immunofuorescencji posredniej dla przeciwciat klasy IgM moze dawac
wyniki fatszywie dodatnie z uwagi na obecnos¢ czynnika reumatoidalnego lub
przeciwciat przeciwjgdrowych.

Rozmaito$s¢ proponowanych na rynku technik serologicznych wynika
gtébwnie z postepu technicznego oraz r6znorodnosci antygenowej T. gondii i
przede wszystkim nowych mozliwosci jakie niesie ze sobg rozwdéj metod biologii
molekularnej. Szereg firm farmaceutycznych i diagnostycznych, np. BioMérieux
(Francja), Sorin Biomedica/DiaSorin (Wtochy), 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) wprowadzito na rynek zestawy
immunodiagnostyczne wykrywajace zarazenia pasozytem T. gondii. Niektére z
tych zestawOw sg w petni zautomatyzowane i wymagajg specjalistycznego,
wieloczynnosciowego, a zarazem bardzo kosztownego aparatu
diagnostycznego. Do takich systeméw nalezy np. Cobas Core Il (nowoczesny
automatyczny analizator immunodiagnostyczny wykorzystujgcy do oznaczen
metode EIA) firmy Roche, z wykorzystaniem ktérego wykona¢ mozna dwa testy
diagnostyczne wykrywajace przeciwciata klasy IgG (ToxolgG) lub IgM (ToxolgM
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rec) w badanych probkach. Innym przykfadem 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 firme BioMérieux system
VIDAS wykorzystujacy technike ELIFA. Wszystkie proponowane testy (zaréwno
w petni zautomatyzowane jak i manualne) majg pewng charakterystyczng
wartos¢ diagnostyczng oraz pewne ograniczenia. Z tego wzgledu bardzo czesto
do petnej i prawidtowej diagnostyki toksoplazmozy (szczegdlnie w trudnych lub
watpliwych przypadkach) konieczne jest kojarzenie co najmniej dwoch testow
wykorzystujgcych rézne techniki serologiczne.

Niewatpliwie sSwiatowym liderem na rynku testow diagnostycznych
(wykrywajacych toksoplazmoze) jest firma BioMérieux, ktora proponuje

dziewie€ réznych zestawow serologicznych zaprezentowanych w tabeli 9.

Tab. 9. Komercyjne dostepne zestawy diagnostyczne proponowane przez firme
BioMérieux.

NAZWA TESTU CHARAKTERYSTYKA
Metody aglutynacyjne:
Toxo-Screen DA - okresla obecnos¢ lub brak IgG
(aglutynacja bezposrednia) - antygen — zawiesina toksoplazm utrwalona
formaling

- wykrywa nawet niewielkg ilos$¢ przeciwciat

Toxo-ISAGA - stuzy do wykrywania swoistych przeciwciat IgM,
(immunosorbcja aglutynacyjna) przy uzyciu przeciwciat monoklonalnych

()

c P, . .

— ) - pozwala na pofilosciowe oznaczenie swoistych
g TOXO ISAGA I.gA . przeciwciat IgA, przy uzyciu przeciwciat

= (immunosorbcja aglutynacyjna) monoklinalnych

S

= - w tescie wykorzystane jest szkietko optaszczone
< Immunofluorescencja posrednia antygenem T. gondii

[5) . .

& Toxo-Spot IF - technika dwustopniowa

- zaletg jest mozliwos¢ uzycia przeciwciat
monospecyficznych, pozwalajacych na okreslenie
poszczegdlnych klas immunoglobulin

Odczyn lityczny — préba barwna - prosta modyfikacja barwnego odczynu Sabina-

Dye test Feldmana
- wymaga duzego doswiadczenia oraz statego

namnazania komorek pasozyta
- wykonywany jako test referencyjny w placowkach
specjalistycznych
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VIDAS Toxo Competition - test jakosciowy
- diagnostyka catkowitych przeciwciat T. gondii

- wykorzystywany gtéwnie do badan przesiewowych
np. kobiet ciezarnych

VIDAS Toxo IgM - test potilosciowy
- ocena krazacych przeciwciat IgM
- stosowany gtéwnie do diagnostyki u noworodkéw

VIDAS Toxo IgG I - test ilosciowy
- ocena krazacych przeciwciat IgG
- wartos¢ podawana w 1U/ml

systemach automatycznych

VIDAS Toxo 1gG Avidity - test jakosciowy
- ocena awidnosci przeciwciat anty-T. gondii

Techniki immunoenzymatyczne w

3.6. Antygeny rekombinantowe

Czutos¢ i efektywnosc¢ testow serologicznych zalezy w gtéwnej mierze od
dwéch czynnikow. Pierwszym z nich jest poziom przeciwciat produkowanych
przez organizm w odpowiedzi na przebyte zarazenie, a drugi stanowi
zastosowany w tescie antygen (rozpoznajacy specyficzne immunoglobuliny). W
przypadku konstrukcji zestawow diagnostycznych wykorzystujgcych metody
serologiczne, o ile nie ma sie wptywu na pierwszy z tych czynnikow, o tyle
istnieje mozliwos¢ duzego wyboru antygenow, ktére zasadniczo wptywajg na
czuto$¢ i specyficznosc testow. Rozwoj metod biologii molekularnej i inzynierii
genetycznej stworzyt nowe mozliwosci w otrzymywaniu coraz to lepszych i
bardziej skutecznych narzedzi diagnostycznych. Antygeny rekombinantowe,
produkowane w bakteryjnych Iub eukariotycznych systemach ekspresyjnych,
stanowig nowg grupe odczynnikéw immunodiagnostycznych o bardzo wysokiej
jakosci.  Stosowanie  rekombinantowych  biatek  antygenowych, jako
specyficznych markeréw rozpoznajacych przeciwciata, jest szczegolnie
wskazane do sprawdzania obecnosci patogenéw wywotujgcych rézne rodzaje
odpowiedzi immunologicznej, ktorymi zarazenie prowadzi do przewlektych
inwazji lub w przypadku patogenow, ktére po inwazji ostrej przechodzg w stan

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

Szybki postep w technikach rekombinacji DNA, ktéry umozliwit
konstrukcje zréznicowanych bakteryjnych i eukariotycznych systemow ekspresiji
genow, dat mozliwos¢ otrzymywania duzej ilosci réznych biatek. Obecnie na
rynku dostepny jest bardzo szeroki wybor wektoréw ekspresyjnych, ktore dzieki
wyselekcjonowanym, dobrze regulowanym i bardzo silnym promotorom
umozliwiajg ogromng nadprodukcje biatek (stanowigcg od kilku do
kilkudziesieciu procent ogdlnej zawartosci biatek w komoérce). Ponadto wiele
wektorow ekspresyjnych umozliwia otrzymanie tzw. biatek fuzyjnych
zawierajgcych dodatkowe reszty aminokwasowe na N- lub C-koncu. Domeny
fuzyjne, kodowane przez DNA wektorow, znajdujg zastosowanie gtéwnie w
oczyszczaniu biatek, ich identyfikacji, poprawie rozpuszczalnosci czy tez
zapewnieniu poprawnego sktadania.

W przypadku wiekszosci patogendéw poznano sekwencje genomow oraz
dobrze scharakteryzowano i opisano ich budowe, biologie i strukture
antygenowa. Pozwala to w bardzo tatwy sposdb wytypowa¢ biatka antygenowe
0 potencjalnym znaczeniu immunodiagnostycznym i nastepnie w fatwy sposob
zaprojektowa¢ system ekspresyjny pozwalajgcy otrzymaé dany antygen
rekombinantowy. Wybor systemu ekspresyjnego jest uzalezniony od specyfiki
produkowanego antygenu. W niektorych przypadkach konieczne jest
stosowanie eukariotycznych systeméw ekspresji genow, ktére umozliwiajg
przeprowadzenie potranslacyjnych modyfikacji. Etapy produkcji biatek
rekombinantowych zostaty przedstawione w tabeli 10.

Tab. 10. Etapy produkcji antygenu rekombinantowego.

ETAP OPIS

I Amplifikacja przy uzyciu techniki PCR wybranego genu lub jego fragmentu

I Reakcja ligacji DNA uzyskanego produktu PCR z DNA odpowiednio
wybranego wektora

I Transformacja komorek prokariotycznych lub eukariotycznych

v Namnozenie komoérek

\Y, Zbieranie lizatu komorkowego lub supernatant pohodowlanego
Vi Oczyszczanie

i Sprawdzanie specyficznosci otrzymanego antygenu
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3.6.2. Antygeny rekombinantowe T. gondii jako narzedzie w diagnostyce
toksoplazmozy

Obecnie w Polsce nie prowadzi sie badan przesiewowych u kobiet
ciezarnych i noworodkéw w kierunku zarazenia T. gondii. Systematyczne
badania prenatalne umozliwityby wczesng identyfikacje zarazen pasozytem
oraz podjecie odpowiedniego leczenia. Wprowadzenie do diagnostyki
toksoplazmozy metody, ktéra bytaby czuta, szybka i tania, pozwolitoby na
wykonywanie badan przesiewowych. W stosowanych obecnie testach
diagnostycznych wykorzystuje sie gtéwnie tzw. antygeny natywne pasozyta
otrzymywane z tachyzoitow T. gondii. Jest to, przygotowana w odpowiednich
proporcjach, mieszanka antygendéw cytoplazmatycznych i btonowych.
Rekombinantowe biatka antygenowe uzyskane metodami inzynierii genetycznej
i biologii molekularnej, moga by¢ alternatywnym Zzrodiem antygendw
wykorzystanych w badaniach serologicznych. Otrzymywanie antygendw
natywnych jest ucigzliwe i trudne, poniewaz wymaga hodowli pasozyta in vivo
na myszach lub hodowli tkankowej in vitro. Otrzymywanie homogennych
preparatow rekombinantowych biatek metodami biologii molekularnej, pozwala
przede wszystkim rozwigza¢ problem biohazardu, pracochtonnosci i
czasochtonnosci, ktory towarzyszy otrzymaniu antygenu natywnego. Ponadto
poziom ekspresji niektoérych biatek dzikiego typu jest niski, co utrudnia ich
izolacje i oczyszczanie. Antygeny rekombinantowe natomiast mogag byc¢
produkowane w dowolnej ilosci. Zatem do gtéwnych zalet stosowania
rekombinantowych antygendéw w badaniach serologicznych zamiast natywnych,
mozna zaliczy¢ nizsze koszty badan diagnostycznych, spowodowane nizszym
kosztem produkcji i oczyszczania rekombinantowych biatek antygenowych.
Uzycie w serologicznych testach diagnostycznych takich antygenéw (a takze
ich mieszanek) umozliwia wykrycie swoistych przeciwciat anty-T. gondii z takg
samg czutoscig, jak w przypadku wykorzystania antygenu natywnego
[Hiszczyhska-Sawicka i wsp., 2003; Pietkiewicz i wsp., 2004; Hiszczynska-
Sawicka i wsp., 2005]. Ponadto, zastosowanie odpowiednio
wyselekcjonowanych biatek rekombinantowych (charakterystycznych dla formy
rozwojowej tachyzoitu lub bradyzoitu) moze pozwoli¢ na zréznicowanie fazy

wczesnej i przewlekiej toksoplazmozy, ktére oparte bedzie na pojedynczej
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prébie surowicy pacjenta, co jest niemozliwe w przypadku stosowania antygenu
natywnego.

W Katedrze Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej badania dotyczace
biatek antygenowych T. gondii sg prowadzone juz od kilku lat, a przedtozona
rozprawa doktorska jest ich czescig. Dotychczas otrzymano ponad dwadziescia
réznych rekombinantowych biatek antygenowych pasozyta oraz wstepnie
oszacowano ich przydatnos¢ w serologicznych testach diagnostycznych
[Hiszczynska-Sawicka i wsp., 2003; Pietkiewicz i wsp., 2004; Hiszczynska-
Sawicka i wsp., 2005; Holec i wsp., 2007]. Badano reaktywnos¢ otrzymanych
antygendw z przeciwciatami anty-T. gondii pochodzacymi z surowic pacjentéw z
wczesng i przewlekta toksoplazmozg z wykorzystaniem metody Western
blotting oraz testu ELISA. Przeprowadzone doswiadczenia potwierdzity, iz
otrzymywane metodami inzynierii genetycznej antygeny rekombinantowe
pasozyta sg nowym narzedziem, ktére znajdzie zastosowanie w diagnostyce

toksoplazmozy.

3.6.3. Zastosowanie antygendéw rekombinantowych T. gondii w
serologicznych testach diagnostycznych

Liczne laboratoria na catym Swiecie prowadzg badania, ktére dotyczg
opracowywania nowych metod diagnostycznych wykrywajgcych zarazenia
pasozytem T. gondii. Duze mozliwosci konstrukcji nowych zestawéw
diagnostycznych daje wykorzystanie biatek rekombinantowych. Z tego wzgledu
wiele zespotow badawczych zajmuje sie otrzymywaniem biatek antygenowych o
uzytecznosci immunodiagnostycznej oraz poszukiwaniem specyficznych
markeréw faz toksoplazmozy.

Dotychczas sklonowano szereg gendw kodujacych antygeny T. gondii w
uktady ekspresyjne (bakteryjne, drozdzowe) i otrzymano odpowiednie biatka
(Tab. 11). Wiele z tych antygendéw byto charakteryzowanych pod wzgledem ich
zdolnosci do wigzania specyficznych przeciwciat toksoplazmowych réznych klas
(gtéwnie 1gG 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

byta okreslana z wykorzystaniem metody ELISA, Western blotting oraz testu
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oznaczania awidnosci, w ktérych antygeny byly testowane oddzielnie lub w
odpowiednich mieszankach sktadajgcych sie z kilku biatek. Niektore biatka
antygenowe zostaly wyselekcjonowane jako tzw. markery molekularne fazy
wczesne] toksoplazmozy, np. antygen P35 opisany jako reagujacy z
przeciwciatami anty-T. gondii pochodzgacymi z surowic pacjentow z poczatkowa,
fazg choroby [Li i wsp., 2000]. Silna odpowiedz immunologiczna we wczesnej
fazie inwazji (surowice pacjentow z ostrg toksoplazmoza) zostata
zaobserwowana takze dla antygenu ROP2 [Martin i wsp., 1998] oraz w ostatnio
przeprowadzonych badaniach dla biatka GRA2 [Golkar i wsp., 2007]. Jak dotad
jednak nie udato sie otrzymacé antygenu charakterystycznego dla przewlektej

fazy toksoplazmozy.

Tab. 11. Otrzymane rekombinantowe biatka antygenowe — opisane w literaturze.

RODZINA NAZWA ODNOSNIK LITERATUROWY
ANTYGENOW ANTYGENU
SAG1 (P30) [Burg i wsp., 1988; Harninig i wsp., 1996; Biemans
i wsp., 1998; Aubert i wsp., 2000; Hiszczynska-
Antygeny Sawicka i wsp., 2003]
powierzchniowe SAG2 (P22) [Prince i wsp., 1990; Parmley i wsp., 1992; Aubert i
wsp., 2000; Hiszczynska-Sawicka i wsp., 2005]
SAG4 (P18) [Odberg-Ferragut i wsp., 1996]
P35 [Li i wsp., 2000; Aubert i wsp., 2000; Hiszczynska-
Sawicka i wsp., 2005]
GRA1 (P24) [Cesbron-Delauw i wsp., 1989; Aubert i wsp.,
2000; Hiszczynska-Sawicka i wsp., 2003]
GRA2 (P28) [Prince i wsp., 1989; Murray i wsp., 1993; Aubert i
wsp., 2000]
Antygeny granul o | GRA4 (P41) [Mevelec i wsp., 1992; Aubert i wsp., 2000]
duzej gestosci GRAG (P32) [Lecordier i wsp., 1995; Redlich i Miiller, 1998;
Aubert i wsp., 2000; Hiszczynska-Sawicka i wsp.,
2005]
GRA7 (P29) [Bonhomme i wsp., 1998; Fischer i wsp., 1998;
Jacobs i wsp., 1998; Aubert i wsp., 2000;
Hiszczynska-Sawicka i wsp., 2003]
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]
MIC2,MIC3, [Buffolano i wsp., 2005]
Antygeny mikronem | MIC4, M2AP,
AMA1
P25 [Johnson i lllana, 1991; Tenter i Johnson, 1991]
Inne antygeny P68 [Knapp i wsp., 1991]
MAG1 (P65) [Parmley i wsp., 1994]
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Obecnie diagnostyka toksoplazmozy wrodzonej polega na wykrywaniu w
surowicy noworodkéw przeciwciat tzw. wczesnej fazy (klasy IgM lub/i IgA). W
tym przypadku bardzo duzym ograniczeniem jest to, iz specyficzne przeciwciata
IgM i IgA anty-T. gondii zwykle wystepujg tylko u ok. 75% badanych
noworodkéw z toksoplazmozg wrodzong [Candolfi i wsp., 1993; Hohlfeld i wsp.,
1994; Lebech i wsp., 1999; Gilbert i wsp., 2001]. Z tego powodu, bardzo
obiecujgce jest uzycie rekombinantowych antygendéw w rozpoznawaniu
toksoplazmozy wrodzonej u noworodkéw. Przeprowadzone badania z
wykorzystaniem siedmiu biatek fuzyjnych (dwéch fragmentow MIC2, MICS3,
MIC4, M2AP, AMAL i SAG1) zawierajgcych domene GST pozwolity wytypowac
dwa antygeny mikronem (MIC3 oraz MIC4) jako biatka, ktore wykazujg znaczng
reaktywnosc¢ z przeciwciatami klasy IgG zawartymi w surowicach noworodkéw
zarazonych podczas trwania cigzy [Buffolano i wsp., 2005]. MIC3 i MIC4 nie
reagowaty z przechodzacymi przez tozysko matczynymi immunoglobulinami G
oraz surowicami dzieci zdrowych.

Inny rodzaj biatek rekombinantowych o znaczeniu diagnostycznym
stanowig tzw. chimeryczne antygeny, ktore powstajg poprzez potgczenie kilku
immunoreaktywnych regiondw réznych antygendéw. Dwa takie rekombinantowe
produkty GST-EC2 (ztozony z fragmentow biatka MIC2, MIC3 i SAG1) oraz
GST-EC3 (zawierajgcy fragment antygenu GRA3, GRA7 i M2AP) zostaly
otrzymane przez Beghetto i wspotpracownikbw w 2006 roku (Rys. 16).
Immunoreaktywno$¢  otrzymanych  konstruktbw  badano  wykrywajgc
przeciwciata klasy 19G oraz IgM w surowicach oséb dorostych zarazonych T.
gondii oraz dzieci z toksoplazmozg wrodzong. W przypadku wykrywania
przeciwciat klasy M metodg ELISA (u pacjentéw dorostych) uzyskano takie
same wyniki (98%) jak dla testu komercyjnego (ETI-TOXOK-M, firmy DiaSorin).
Natomiast w przypadku noworodkéw z wrodzong toksoplazmozg, antygeny
chimeryczne wykazaly wiekszg reaktywnos$¢ (70%) w poréwnaniu z testem

komercyjnym (35%).
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Rys. 16. Schematyczna reprezentacja dwoch chimerycznych antygendéw

GST-EC2 i GST-EC3 T. gondii [Beghetto i wsp., 2006].
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4. Materiaty

4.1. Szczepy bakteryjne

SZCZEP GENOTYP POCHODZENIE
F {lacl® Tn10 (Tet%)}, mcrA D(mrr- Invitrogen,
E. coli TOP10F hsdRMS-mcrBC) f 80lacZDM15 USA
DlacX74 deo R recAl araD139 D(ara-
leu)7697 galU galK rspL endAl nupG
E. coli F ompT hsdSg (rs" mg’) gal dcm (DES3) Novagen,
BL21(DE3)pLysS pLysS (CmR) Wielka Brytania
E. coli F ompT hsdSg (rg" mg) gal dcm lacY1 Novagen,
Rosetta(DE3)pLysS | (DE3) pLaclRARE (Cm") Wielka Brytania
E. coli F ompT hsdSg (rg" mg) gal dcm lacY1 Novagen,
Rosetta(DE3)pLacl | (DE3) pLaclRARE (Cm®) Wielka Brytania

4.2. Materiat genetyczny

wektory
NAZWA WEKTORA GENOTYP POCHODZENIE
/[ WIELKOSC [odnosnik
literaturowy]

pPUET1 / 2856 pz

ori pMB1, Ap®, promotor T7, S-Taga,
His-Taga

Kolekcja Katedry
Mikrobiologii PG
[Dabrowski i Kur;

1999
pUC19 / 2686 pz ori pMBL1, lacZ’, Ap®, rep’, rop’ Invitrogen,
USA
PET-32a/5900 pz | ori f1, Ap®, promotor T7, Trx-Taga, S- | Novagen, Wielka
Taga, His-Taga Brytania

plazmidy rekombinantowe — otrzymane przez wklonowanie do DNA

wektora pUET1 DNA insertéw kodujgcych biatka antygenowe SAG1,
SAG2, P35, GRA1l, GRA6, GRA7, ROP9 T. gondii (kolekcja Katedry

Mikrobiologii)
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NAZWA WKLONOWANY INSERT ODNOSNIK
LITERATUROWY
pPUET1/SAG1 gen kodujgcy antygen [Hiszczynska-
powierzchniowy SAG1 T. gondii Sawicka i wsp., 2003]
(reszty aminokwasowe od 49 do
313)
PUET1/SAG2 gen kodujgcy antygen [Hiszczynska-
powierzchniowy SAG2 (P22) T. Sawicka i wsp., 2005]
gondii (reszty aminokwasowe od 30
do 231)
pUET1/p35 gen kodujgcy antygen [Hiszczynska-
powierzchniowy P35 T. gondi Sawicka i wsp., 2005]
(reszty aminokwasowe od 26 do
170)
pPUET1/GRAl gen kodujacy antygen granul o [Hiszczynska-
duzej gestosci GRAL1 T. gondii Sawicka i wsp., 2003]
gondii (reszty aminokwasowe od 24
do 190)
pPUET1/GRA6 gen kodujacy antygen granul o [Hiszczynska-
duzej gestosci GRAG6 T. gondii Sawicka i wsp., 2005]
gondii (reszty aminokwasowe od 30
do 231)
PUET1/GRA7 gen kodujacy antygen granul o [Hiszczynska-
duzej gestosci GRA7 T. gondii Sawicka i wsp., 2003]
gondii (reszty aminokwasowe od 18
do 236)
pUET1/ROP9 gen kodujacy antygen roptrii ROP9 | Praca magisterska L.
T. gondii gondii (reszty Holec, 2003
aminokwasowe od 30 do 363)

4.3. Pozywki i podtoza bakteriologiczne
Pozywka LB (Luria Bertani): trypton 10 g, ekstrakt drozdzowy 5 g, NaCl
10 g, woda destylowana do 1000 ml (pH=7,0-7,2)
Pozywka 2YT: trypton 16 g, ekstrakt drozdzowy 10 g, NaCl 5 g, woda
destylowana do 1000 ml (pH=7,0)
Podtoze LA (Luria Bertani Agar): trypton 10 g, ekstrakt drozdzowy 10
g, NaCl 10 g, agar 15 g, woda destylowana do 1000 ml

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

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

Tetracyklina — roztwor wyjsciowy: 12,5 mg/ml 70% etanolu
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4.5. Enzymy i bufory

Enzymy restrykcyjne i bufory do trawienia:

Enzym Rozpoznawana | Bufor do trawienia | Optymalna
restrykcyjny sekwencja temperatura
trawienia

Bglll (BioLabs) 5-A/GATCT-3' |NEBuffer 3 37°C
Hindlll (BioLabs) 5-A/AGCTT-3" | NEBuffer 2 37°C
EcoRI (BioLabs) 5-G/AATTC-3' | NEBuffer for EcoRI 37°C
Hinfl (Fermentas) [5-G/ANTC-3' R+ 37°C
Xbal (BioLabs) 5-TICTAGA-3 | NEBuffer 2 37°C
Ndel (BioLabs) 5-CA/TATG-3' |NEBuffer 4 37°C
EcoRV (BioLabs) [5-GAT/ATC-3' |NEBuffer 3 37°C
Pwvull (Fermentas) |5-CAG/CTG-3' |G+ 37°C
Smal (BioLabs) 5-CCC/GGG-3' |NEBuffer 4 25°C

Skiad buforéw:

@ NEBuffer EcoRI: 50 mM NaCl; 100 mM Tris-HCI; 10 mM MgCly;
0,025% Triton X-100
@ NEBuffer 2: 50 mM NaCl; 10 mM Tris-HCIl; 10 mM MgCly; 1 mM

ditiotreitol

@ NEBuffer 3: 100 mM NaCl; 50 mM Tris-HCI; 10 mM MgCly; 1 mM

ditiotreitol

@ NEBuffer 4: 50 mM octan potasu; 20 mM Tris-octan; 10 mM octan

magnezu; 1 mM ditiotreitol
@ R+:10 mM Tris-HCI; 20 mM MgCl,; 100 mM KCI; 0,1 mg/ml BSA
@ G+:10 mM Tris-HCI; 100 mM KCI; 1mM DTT; 1mM EDTA, 0,2 mg/mi
BSA; 50% glycerol

Polimeraza DNA Pwo (DNA Gdansk Il s.c) — rekombinantowa polimeraza

DNA Pyrococcus woesei, wykazujgca aktywnos¢ polimeryzacji 5-3

aktywnos$¢ egzonukleazy 3'-5’, charakteryzujgca sie ok. 12 razy wiekszg

wiernoscig syntezy DNA niz polimeraza Taq
Polimeraza DNA WALK (A&A Biotechnology)

Enzym i odczynniki do reakcji ligacji:

@ ligaza polinukleotydowa faga T4 (Epicentre);
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@ bufor do reakcji ligacji (Epicentre): 100 mM NaCl, 50 mM Tris
(pH=7,5); 0,2 mM EDTA; 1 mM ditiotreitol; 0,1% Triton X-100; 50%
glicerol;

@ roztwér ATP (Epicentre).

4.6. Bufory i odczynniki do reakcji PCR

Bufor do reakcji dla polimerazy DNA Pwo (10x stezony) — 50 mM KCl,
Tris (pH=8,8), 0,1% Triton X-100
Bufor do reakcji dla polimerazy DNA WALK (10x stezony) — 100 mM KCl,
100 mM (NH4)2SO4, 200 mM Tris (pH=8,5), 20 mM MgSO4, 1% Triton X-
100
Roztwor 15 mM MgCl,
Trifosforany deoksynukleozydéw (dNTP): dATP, dGTP, dCTP, dTTP -
roztwor podstawowy o stezeniu 10 mM dla kazdego z nukleotyddw
Woda redestylowana jatowa
Matryca do reakcji PCR - DNA T. gondii szczepu RH
Startery:

@ wykorzystywane przy amplifikacji DNA fragmentu genu sag4:

starter N-terminalny:

Bylll
SAGA4Bglll 5-CTTGGAGATCTGGTGCGGGCAAAGAGC-3

starter C-terminalny:

Hindlll
SAGA4Hindlll 5-CAAACCAAGCTTATGAGCGCCAGCAAGG-3’

@ wykorzystywane przy amplifikacji DNA fragmentu genu bsr4:

starter N-terminalny:

Bglll
BSR4Bglll 5’-CCTGGAGATCTCTCTAGCGGACAGGCTGTTGCTG-3’

starter C-terminalny:

Hindlll
BSR4HindIll 5-CAAATTAAGCTTAGTGCAACTCGTTGGCGCGCC-3

@ wykorzystywane przy amplifikacji DNA eksonu 1 genu graz2:
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starter N-terminalny:

Bglll
GRA2ex1Bglll 5-CCGGTAGATCTTGCCGAGTTTTCCGGAGTTG-3’

starter C-terminalny:

ekson 2

GRA2ex1ex2 5’-GGTGTATGTTCACCTTTTCCCCCAACTGCTCTCTC-3’

@ wykorzystywane przy amplifikacji DNA eksonu 2 genu graz2:
starter N-terminalny:

ekson 1

GRA2ex2 5'-GATGAGAGAGCAGTTGGGGGAAAAGGTGAACATAC-3
starter C-terminalny:

Hindlll
GRA2ex2Hindlll 5-GCAGTCAAGCTTCTGCGAAAAGTCTGGGACG-3’

@ wykorzystywane przy amplifikacji DNA fragmentu genu gra4:
starter N-terminalny:

Bylll
GRA4Bglll 5-CTTCCAGATCTGGCAGATATGGCGGGCCTCTCG-3

starter C-terminalny:

Hindlll
GRA4HindIll 5-CATCGGAAGCTTCCCCGTCAGGATTCCCTTCTTG-3’

@ wykorzystywane przy amplifikacji DNA fragmentu genu grab:
starter N-terminalny:

Bglll
GRASBgIII 5’-CTTGGAGATCTGGGTTCAACGCGTGACGTAGG-3

starter C-terminalny:

Hindlll
GRAS5Hindlll 5-CGGACCAAGCTTCTCTTCCTCGGCAACTTCTTC-3'

@ Wykorzystywane przy amplifikacji DNA eksonu 1 genu gra9:
starter N-terminalny:

Bglll
GRA9BgIII 5’-CCGGTAGATCTGCTCGACCTTTTCCTCGGTG-3’
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starter C-terminalny:

ekson 2

GRA9ex1 5’-CAAGTAACCACGTACTGGCACGTGCCAGTTTTCTC-3

@ Wykorzystywane przy amplifikacji DNA eksonu 2 genu gra9:

starter N-terminalny:

ekson 1

GRA9ex2 5’-CTCGAGAAAACTGGCACGTGCCAGTACGTGGTTAC-3

starter C-terminalny:

Hindlll
GRA9HIndIIl 5-GCGGTGAAGCTTGAGTCCTCGGTCTTCCTG-3'

@ wykorzystywane przy amplifikacji DNA fragmentu genu ropl:

starter N-terminalny:

Bglll
ROP1Bglll 5’-CAAAGAGATCTACCTGTCAGAGGCCCGGACCAAG-3

starter C-terminalny:

Hindlll
ROP1HindIll 5-CCAAAGCTTTTGCGATCCATCATCCTGCTCTG-3’

@ wykorzystywane przy amplifikacji DNA eksonu 2 genu mic1:

starter N-terminalny:

Bglll
MIC1ex2Bglll 5-GTGCCAGATCTAGCGTCGCATTCTCATTCG-3’

starter C-terminalny:

EcoRV
MIClex2EcoRV 5'-CCCTGATATCGCCTTCTCGTAACACCTCCAC-3’

@ wykorzystywane przy amplifikacji DNA eksonu 3 genu micl:

starter N-terminalny:

EcoRV
MIC1lex3EcoRV 5-GTACCGATATCGGCCAGCTTGCTGTACTCGG-3

starter C-terminalny:

ekson 4 ekson 3
MIClex3ex4 5'- CTGTCGACGTCCCTCGTCGTCCTCCAGG-3’
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@ wykorzystywane przy amplifikacji DNA eksonu 4 genu mic1l:

starter N-terminalny:

ekson 3 ekson 4
MIClex4 5'- CCTGGAGGACGACGAGGGACGTCGACAG-3

starter C-terminalny:

Hindlll
MIClex4Hindlll 5-GGGCACAAGCTTAGCAGAGACGGCCGTAGG-3’

@ wykorzystywane przy amplifikacji DNA fragmentu genu mic3:

starter N-terminalny:

Bylll
MIC3Bglll 5-CTGTCAGATCTATCCCCCAGCAAGCAGGAGAC-3’

starter C-terminalny:

Hindlll
MIC3HindIll 5-CCGGCCAAGCTTCTGCTTAATTTTCTCACACG-3’

@ wykorzystywane przy amplifikacji DNA fragmentu genu mag1l:

starter N-terminalny:

Bylll
MAG1Bglll 5-GAAGTAGATCTGAGCCAAAGGGTGCCAGAGCTACC-3

starter C-terminalny:

Hindlll
MAG1Hindlll 5-CACCCCAAGCTTACCAGATCCCTGAACCCTTAG-3'

@ wykorzystywane przy amplifikacji DNA eksonu 1 genu bag1l:

starter N-terminalny:

EcoRl Bglll
BAG1Bglll 5-CAGGAATTCGGAGATCTCATGGCGCCGTCAGCATCG
CATCCG-3

starter C-terminalny:

ekson 2
BAGlexlex?2 5-GGGGGGAGGGTAGTACGCCAGAGCAAACGGGCTT

ACTTCATCCAAATAGTCTAGCTGTTGAGAGGCGAC
CGGTCGAACATTTTTG-3'
@ wykorzystywane przy amplifikacji DNA eksonu 3 genu bag1l:
starter N-terminalny:

BAG1ex3l 5-TTTTGGGGTGGAGTCGGTCTTAATCCCATCGACG-3’
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starter C-terminalny:

BAG1lex3ll 5'- TTTGATAACGATGGCTC
CG-3

@ wykorzystywane przy amplifikacji DNA eksonu 4 genu bag1l:

starter N-terminalny:

ekson 3

BAGlex4l 5’-GGAGCCATCGTTATCAAAGGAGAGAAGACCTCG-3’

starter C-terminalny:

Hindlll
BAG1HindIll 5-CCGCTGAAGCTTCTTCACGCTGATTTGTTGCTTTG-3’

4.7. Markery wielkosci

Markery wielkosci DNA:

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

@ marker Ideal (DNA Gdansk Il s.c.): 700, 900, 1241, 1827, 2555, 3653,
5982, 9276 pz

@ marker wielkosci 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

@ marker wielkosci GeneRuler™ 1kp DNA (Fermentas, SM 0313): 250,
500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000,
10000 pz

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

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

Markery biatkowe:

@ marker biatkowy firmy Sigma (M-4038): 6,5; 14,2; 20,1, 24; 29; 36;
45; 55; 66; 84, 97,4; 116; 205 kDa
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@ marker biatkowy firmy Fermentas (SM 0671): 10; 16; 24; 35; 48; 54;
73; 100; 130; 180 kDa

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

4.8. Roztwory i bufory do elektroforezy agarozowej
Bufor do elektroforezy agarozowey:
§ bufor 1 x TAE
§ skiad buforu podstawowego 50 x TAE: 242 g Tris; 100 ml 0,5 M
EDTA; 57 ml kwas octowy; woda destylowana do 1000 ml
Barwnik obcigzajacy: 0,25% btekit bromofenolowy; 40% sacharoza
Roztwor podstawowy bromku etydyny (Sigma): 5 mg/ml

4.9. Roztwory i bufory do elektroforezy poliakrylamidowej
Zel poliakrylamidowy do rozdziatu biatek w warunkach denaturujgcych
(SDS-PAGE):
§ 30% roztwér akrylamidow (29% akrylamidu, 1% N,N-metyleno-
bisakrylamidu)
10% SDS (Sigma)
1,5 M Tris-HCI (pH=8,8) (Sigma)
1 M Tris-HCI (pH=6,8) (Sigma)
10% nadsiarczan amonu (Sigma)
§ TEMED (Sigma)
Barwnik do nanoszenia probek na zel: 0,25% btekit bromofenolowy; 10%

glicerol; 10% SDS; 1 M b-merkaptoetanol; 1 M Tris-HCI (pH=6,8)

w w w W

Roztwor barwigey do zeli poliakrylamidowych: 50% metanol; 10% kwas
octowy; 0,05% Coomasie Brilant Blue R-250 (Sigma)
Roztwor odbarwiajacy do zeli poliakrylamidowych: 40% metanol; 7%
kwas octowy
Bufor do przeprowadzenia elektroforezy poliakrylamidowej:

§ 1 x Tris-glicyna (pH=8,3)

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

94 g glicyna; 50 ml 10% SDS; woda destylowana do 1000 mi
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4.10. Inne bufory i roztwory
Bufor TE (pH=8,0): 10 mM Tris; 1 mM EDTA
Roztwor do indukcji: 1 M IPTG, (Sigma)
100 mM roztwor CacCl, (Fluka)
Bufor PBS (pH=7,5): 80 mM Na,HPO,; 20 mM NaH,;PO4; 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 bialek metodg chromatografii
metalopowinowactwa i do regeneracji ztoza

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

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

Bufor ptuczacy MB (pH=7,9): bufor MA zwierajacy 0,05 M imidazol

Bufor elucyjny C (pH=7,9): bufor A zwierajgcy 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
Przeciwciata:
§ anty-polihistydynowe, monoklonalne, wyznakowane peroksydazg
chrzanowg (Sigma)
§ skierowane na domene S-Tag (Novagen), biatko S wyznakowane
fosfatazg alkaliczng
§ anty-ludzkie 19G, wyznakowane peroksydazg chrzanowg (Sigma)
Bufor TBST (pH=7,5): 10 mM Tris; 150 mM NacCl; 0,1% Tween 20
Bufor blokujgcy: bufor TBST (pH=7,5) zawierajgcy 5% odttuszczone
mleko w proszku
Bufor do elektrotransferu biatek z Zelu poliakrylamidowego na btone
nitrocelulozowg: 12,5 mM Tris; 96 mM glicyna; 10% metanol
Btona nitrocelulozowa — wielkos¢ porow 0,45 um; (Sigma)

Bibuta Whatman 3 MM (Sigma)
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Odczynnik do detekgciji:
§ DAB (3,3'diaminobenzydyna, Sigma)
Przygotowanie: 6 mg DAB + 10 ml 0,05 M buforu Tris-HCI
(pH=7,6)
§ 60 ul NBT (btekitu nitrotetrazolowego) + 60 ul BCIP (5-bromo-4-
chloro-3-indolilofosforanu) w 15 ml buforu 1XAP (Novagen)
30% roztwor H,O, - dodawano 0,1 ml H,O, na 9 ml roztworu odczynnika
do detekcji DAB w 0,05 M buforze Tris-HCI (pH 7,6)
0,3% roztwor NiCl,. Dodawano 1 ml NiCl, na 9 ml roztworu odczynnika
do detekcji DAB w 0,05 M buforze Tris-HCI (pH 7,6).

4.13. Bufory i odczynniki do testu ELISA
Bufor optaszczajacy (pH=9,6): 50 mM bufor weglanowy
Bufor ptuczacy (pH=7,4): 50 mM Tris; 0,88% NacCl; 0,1% Tween 20
Bufor blokujacy (pH=7,2): 0,5 M NaCl; 3 mM KCI; 1 mM KH,PO," 2H0;
1%TritonX-100; 1% BSA; 0,001% czerwien fenolowa
Bufor substratowy i substrat reakcji barwnej: Fast o-phenylenediamine
dihydrochloride (Sigma)
Przygotowanie: na 20 ml wody - 1 tabletka buforu + 1 tabletka substratu
Roztwor stopujacy reakcje barwng: 1N H,SO4
Przeciwciata: anty-ludzkie 1gG, wyznakowane peroksydazg chrzanowg
(Sigma)
Poliwalentny antygen natywny (TLA) w stezeniu 1 ug/mi
Frakcja elucyjna otrzymana podczas oczyszczania lizatu komorek
szczepu E. coli szczepu BL21(DE3)pLysS/pUET1 metodg chromatografii
metalopowinowactwa
Mikroptytki do testu ELISA (NUNC — Immuno'™Plates, Surface —
MaxiSorp)

4.14. Bufory i odczynniki do testu immunochromatograficznego
Przeciwciata:
§8 kozie anty-ludzkie IgG (tancuch y), wyznakowane ztotem (Sigma)

§ krolicze anty-kozie IgG (Jackson ImmunoResearch)
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Btona nitrocelulozowa — HiFlow Plus typ HF240, czas migracji badanej
prébki 240 + 60 sekund / 4 cm (Millipore)

Btona celulozowa - 0,83 mm (ang. cellulose fiber sample pads)
(Millipore)

Btona z wiékna szklanego — 0,41 mm (ang. glass fiber conjugate pads)
(Millipore)

4.15. Aparatura
Aparat do elektroforezy agarozowej Delfin (DNA Gdansk Il s.c.)
Aparat do elektroforezy poliakrylamidowej (DNA Gdansk Il s.c.)
Aparat do techniki Western Blotting (Fermentas)
Autoklaw (Systec lub/i PrestigeMedical)
Wielofunkcyjny czytnik mikroptytek VICTOR 3V (Perkin Elmer)
Dezintegrator ultradzwiekowy Soniprep 150 MSE (SANYO)
Kuchenka mikrofalowa
Mieszadto magnetyczne (ATM)
Mikrowiréwka Sigma (typ MPW-210)
pH-metr (Amersham)
Spektrofotometr SPEKTRO 23 (LabMed)
Termoblok (DNA Gdansk Il s.c.)
Termocykler (Perkin Elmer 2400)
Transiluminator UV (Sigma)
Versa Doc, Imagin System Model 1000 (BIO-RAD)
Waga laboratoryjna
Wiréwka High Speed Bruchless Centrifuge MPW — 350R
Wiréwka Sigma 1-15, nr 66315 (SIGMA)
Wytrzgsarka (DNA Gdansk Il s.c.)
Zasilacz stabilizowany pradu statego (DNA Gdansk Il s.c.)

78



5. Metody

5.1. Hodowle bakteryjne

5.1.1. Hodowle w pozywkach

Hodowle bakterii E. coli prowadzono w pozywkach LB lub 2YT [Materiaty
4.3], z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku lub kilku antybiotykow (ampicyliny
do stezenia 100 pg/ml; chloramfenikolu do stezenia 34 pg/ml; tetracykliny do
stezenia 12,5 pg/ml). Hodowle inkubowano w wytrzasarce powietrznej, przez
noc (12-24 godzin), w odpowiedniej temperaturze (37°C, 30°C Ilub 20°C).

Zaszczepiano ezg lub przez dodatek hodowli ptynnej.

5.1.2. Hodowle w podtozach

Hodowle bakterii E. coli prowadzono na podtozu statym LA [Materiaty
4.3], wylanym na ptytki Petriego, w cieplarce, w temperaturze 37°C. W
niektérych przypadkach po rozpuszczeniu podtoza, a nastepnie jego ostudzeniu
do temperatury 50°C dodawano jednego lub kilku antybiotykéw (ampicyliny do
stezenia 100 pg/ml objetosci podtoza, chloramfenikolu do stezenia 34 pg/mi
objetosci podtoza, tetracykliny do stezenia 12,5 pg/ml objetosci podtoza), jesli

byto to wskazane. Plytki przechowywano w lodéwce.

5.2. Amplifikacja DNA gendéw Ilub ich fragmentéw kodujacych
poszczegllne biatka antygenowe T. gondii

We wszystkich przeprowadzonych standardowych reakcjach PCR
wykorzystano:
polimeraze DNA Pwo lub polimeraze DNA WALK [Materiaty 4.5];
bufor do reakc;ji (10x stezony) dla odpowiedniej polimerazy
[Materiaty 4.6];
trifosforany deoksynukleozydow (dNTP) [Materiaty 4.6];
roztwér 15 mM MgCl, [Materiaty 4.6];
odpowiednie startery.
Zastosowany profil temperaturowo-czasowy we wszystkich
przeprowadzonych reakcjach PCR byt podobny. ROznit sie temperaturg
przytagczania starterbw do miejsca komplementarnego matrycy oraz czasem

wydtuzania startera, ktory byt uzalezniony do dtugosci amplifikowanego
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produktu. Przyktadowy profil temperaturowo-czasowy przedstawiono w tabeli

ponizej (kolorem niebieskim oznaczono temperature i czas, ktére zmieniano w

zaleznosci od amplifikowanego produktu):

Temperatura Czas Liczba cykili
[°C] [sekundy]
94 300
94 60
55 60 7
72 60
94 30
66 30 35
72 30
72 420
Schtodzenie do 4°C.
Temperatury  przytgczania starterOw

i czasy wydtuzania

dla

poszczegllnych amplifikowanych genéw Ilub ich fragmentéw zebrano w

ponizszej tabeli:

Rodzina Nazwa genu / | Temperatura Czas Wprowadzone miejsce
antygenow fragmentu przytaczania | wydtuzania rozpoznania dla
genu starteréw [°C] | startera enzymoéw
[sekundy] restrykcyjnych
Antygeny sag4 68 30 Bglll i Hindlll
powierzchniowe bsr4 66 45 Bglll i Hindlll
graZexl 62 30 Bglll
grazex2 62 30 Hindlll
graZ2exlex2 62 45 Bglll'i HindllI
Antygeny granul gra4 64 30 Bglll i Hindlll
o duzej gestosci gras 66 30 Bglll i Hindlll
gra9exl 65 30 Bglll
gra9ex2 65 30 Hindlll
gra9exlex2 62 45 Bglll i HindllI
miclex2 62 45 Bglll i ECORV
miclex3 64 30 EcoRV
Antygeny miclex4 64 45 Hindlll
mikronem miclex3ex4 64 45 EcoRV i Hindlll
mic3 62 60 Bglll i Hindlll
Antygen roptrii ropl 60 60 Bglll i Hindlll
baglexlex2 66 30 Bglll
baglex3 66 30 -
Inne antygeny baglex4 66 30 Hindlll
baglex3ex4 64 45 Bglll i HindllI
mag1l 64 35 Bglll i Hindlll
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5.2.1. Antygeny powierzchniowe

Amplifikacja DNA fragmentu genu sag4 - sktad mieszaniny reakcyjnej:

Sktadniki Objetos¢ [ul]
Matryca DNA T. gondii szczepu RH 1
Redestylowana woda jatowa 31,5
Bufor dla polimerazy DNA Pwo (10x stezony) 5
dNTP 5
Starter 1 - SAG4Bgll 2
Starter 2 - SAG4Hindlll 2
MgCl, 2,5
Polimeraza DNA Pwo 1

Objetos¢ catkowita mieszaniny reakcyjnej — 50 pl.

Amplifikacja DNA fragmentu genu bsr4 - sktad mieszaniny reakcyjnej:

Skiadniki Objetosc¢ [ul]
Matryca DNA T. gondii szczepu RH 1
Redestylowana woda jatowa 34
Bufor dla polimerazy DNA WALK (10x stezony) 5
dNTP 5
Starter 1 - BSR4Bglll 2
Starter 2 - BSR4Hindlll 2
Polimeraza DNA WALK 1

Objetos¢ catkowita mieszaniny reakcyjnej — 50 pl.

5.2.2. Antygeny granul o duzej gestosci
Amplifikacja DNA genu gra2:

§ amplifikacja DNA eksonu 1 genu gra2 (reakcja PCR1) - sktad
mieszaniny reakcyjnej taki sam jak w przypadku amplifikacji
fragmentu genu sag4 (z wyjatkiem zastosowanych starteréw:
GRA2ex1Bglll i GRA2ex1ex?2);

§ amplifikacjia DNA eksonu 2 genu gra2 (reakcja PCR2) - sktad
mieszaniny reakcyjnej taki sam jak w przypadku amplifikacji
fragmentu genu sag4 (z wyjatkiem zastosowanych starteréw:
GRA2ex2 i GRA2ex2Hindlll);

§ amplifikacja DNA gra2 (ekson 1 + ekson 2 / reakcja PCR3),
zostata przeprowadzono dwuetapowo:

1) otrzymanie matrycy do reakcji PCR — tzw. wydluzanie wstepne

zastosowany profil temperaturowo-czasowy

Temperatura [°C] | Czas [sekundy] | Liczba cykli
94 300
64 40 1
72 300
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sktad mieszaniny reakcyjnej

Sktadniki Objetosc¢ [ul]
Produkt PCR 1 1
Produkt PCR 2 1
Bufor dla polimerazy DNA Pwo (10x stezony) 5
dNTP 5
MgC|2 2,5
Redestylowana woda jatowa 34,5
Polimeraza DNA Pwo 1

Objetos¢ catkowita mieszaniny reakcyjnej — 50 m.

2) reakcja PCR3 (potaczenie eksonu 1 i eksonu 2 genu gra2)

zastosowany profil temperaturowo-czasowy

Temperatura [°C] | Czas [sekundy] | Liczba cykli
94 300
94 30
62 30 35
72 45
72 420

Schtodzenie do 4°C.

sktad mieszaniny reakcyjnej

Skiadniki Objetosc¢ [ul]

Matryca DNA uzyskana w wyniku wydtuzania 1
wstepnego

Redestylowana woda jatowa 31,5
Bufor dla polimerazy DNA Pwo (10x stezony) 5
dNTP 5
Starter 1 - GRA2ex1Bglll 2
Starter 2 - GRA2HindllI 2
MgCl, 25
Polimeraza DNA Pwo 1

Objetosc catkowita mieszaniny reakcyjnej — 50 m.

Amplifikacja DNA fragmentu genu gra4 i gra5 - sklad mieszanin reakcyjnych

taki sam jak przypadku amplifikacji fragmentu genu sag4 (z wyjatkiem par
zastosowanych starterow: GRA4Bglll i GRA4HindIll oraz GRAS5BgIll i
GRASHIndIlI).
Amplifikacia DNA genu gra9:

§ amplifikacja DNA eksonu 1 (reakcja PCR1) oraz DNA eksonu 2

(reakcja PCR2) genu gra9 — sktad mieszanin reakcyjnych byt taki
sam jak w przypadku amplifikacji fragmentu genu sag4 (z
wyjatkiem par zastosowanych starterow: GRA9Bglll i GRA9%exl
oraz GRA9ex2 i GRA9HIndlIll);
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§ amplifikacja DNA gra9 (potaczenie eksonow 1 i 2 - reakcja PCR3)
zostata wykonana dwuetapowo w analogiczny sposéb jak
potaczenie eksonu 1 i 2 genu gra2 (z wyjatkiem zastosowanych
starteréw: GRA9BgIIl i GRA9HIndIll).

5.2.3. Antygen roptrii

Amplifikacia DNA fragmentu genu ropl - sklad mieszaniny reakcyjnej byt

taki sam jak w przypadku amplifikacji fragmentu genu sag4 (z wyjatkiem
zastosowanych starteréw: ROP1Bglll i ROP1HindllIl).

5.2.4. Antygeny mikronem
Amplifikacja DNA genu micl
§ amplifikacja DNA eksonu 2 (reakcja PCR1), DNA eksonu 3
(reakcja PCR2), DNA eksonu 4 (reakcja PCR3) genu micl -
sktady mieszanin reakcyjnych takie same jak w przypadku

amplifikacji genu bsr4 (z wyjatkiem zastosowanych par starterow:
MIC1lex2Bglll i MIClex2EcoRV, MIClex3EcoRV i MIClex3ex4
oraz MIClex4 i MIClex4Hindlll);

§ amplifikacja DNA fragmentu genu micl (potaczenie eksonu 3i 4 -
reakcja PCR4) zostata wykonana dwuetapowo w analogiczny
sposob jak potaczenie eksonu 1 i 2 genu gra2 (z wyjatkiem
zastosowanych starteréw: MIC1ex3EcoRV i MIClex4HindlIl).

Amplifikacia DNA genu mic3 - skiad mieszaniny reakcyjnej taki sam jak

przypadku amplifikacji fragmentu genu sag4 (z wyjatkiem zastosowanych
starteréw: MIC3Bglll i MIC3Hindlll).

5.2.5. Inne antygeny

Amplifikacia DNA genu magl - sktad mieszaniny reakcyjnej taki sam jak

przypadku amplifikacji fragmentu genu sag4 (z wyjatkiem zastosowanych
starteréw: MAG1Bglll i MAG1Hindlll).
Amplifikacia DNA genu bag1:

§ amplifikacja DNA eksonu 1 i 2 (reakcja PCR1), eksonu 3 (reakcja
PCR2) oraz eksonu 4 (reakcja PCR3) genu bagl - sktad
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mieszanin reakcyjnych taki sam jak przypadku amplifikacji
fragmentu genu sag4 (z wyjatkiem zastosowanych par starterow:
BAG1Bglll i BAGlexlex2, BAGlex3l i BAGlex3ll, BAGlex4l i
BAG1Hindlll);

§ amplifikacja DNA fragmetnu genu bagl (potaczenie eksonéw 3 i 4
- reakcja PCR4) zostata przeprowadzona dwuetapowo
(zastosowane profile temperaturowo czasowe byty analogiczne
jak w przypadku tgczenia eksonu 1 i 2 genu gra2, natomiast r6zne
byty sktady mieszanin reakcyjnych):

1) otrzymanie matrycy do reakcji PCR — tzw. wydtuzanie wstepne

sktad mieszaniny reakcyjnej

Skfadniki Objetosc¢ [ul]
Produkt PCR 2 (DNA — ekson 3 bag1l) 7
Produkt PCR 3 (DNA — eskon 4 bag1l) 7
Bufor dla polimerazy DNA WALK (10x stezony) 5
dNTP 5
Redestylowana woda jatowa 25
Polimeraza DNA WALK 1

Objetos¢ catkowita mieszaniny reakcyjnej — 50 pl.

2) reakcja PCR4 (potaczenie eksonu 3 i eksonu 4 genu bagl)

sktad mieszaniny reakcyjnej

Skfadniki Objetosc¢ [ul]

Matryca DNA uzyskana w wyniku wydtuzania 2
wstepnego

Redestylowana woda jatowa 33
Bufor dla polimerazy DNA WALK (10x stezony) 5
dNTP 5
Starter 1 - BAGl1ex3l 2
Starter 2 - BAG1Hindlll 2
Polimeraza DNA WALK 1

Objetos¢ catkowita mieszaniny reakcyjnej — 50 pl.

5.3. Techniki wykorzystywane przy klonowaniu fragmentéw DNA
5.3.1. I1zolacja DNA plazmidowego wysokiej czystosci

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

5.3.2. Oczyszczanie DNA po reakcji trawienia enzymami restrykcyjnymi
DNA po reakcjach enzymatycznych oczyszczano z uzyciem zestawu
.Clean Up” firmy A&A Biotechnology (Polska).
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5.3.3. Izolacja fragmentu DNA z zelu agarozowego

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

Biotechnology (Polska).

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

Reakcje trawienia DNA enzymami restrykcyjnymi prowadzono w
odpowiednim buforze do trawienia dla danego enzymu restrykcyjnego, w
temperaturze 37°C (w cieplarce lub w termobloku), przez 1 do 1,5 godziny.
Objetos¢ koncowa mieszaniny reakcyjnej wynosita od 20 do 50 pl. Wyniki
reakcji trawienia obserwowano po przeprowadzeniu rozdziatu

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

5.3.5. Reakcja ligacji DNA wektora z insertem

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

Sktad poszczegolinych mieszanin ligacyjnych, ich objetos¢ koncowa (25-
50 pl) uzalezniona byta od stezenia ligowanych fragmentow DNA (wektorow i

insertow).

5.4. Sekwencjonowanie DNA plazmidowego
DNA plazmidowe sekwencjonowano w firmie AGOWA GmbH (Berlin,

Niemcy).

5.5. Transformacja komorek E. coli plazmidowym DNA
Komoérki kompetentne E. coli okreslonego szczepu i transformacije
komérek kompetentnych DNA plazmidowym wykonywano wedtug standardowej

procedury [Sambrook i wsp., 1989].
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5.6. Techniki elektroforetyczne
5.6.1. Elektroforeza w zelu agarozowym

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

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

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

odbarwiajgcym [Materiaty 4.9] przez 2 godziny.

Przygotowanie lizatéw bakteryjnych do elektroforetycznej analizy biatek

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

lizaty wirowano (2 min, 6000 x g) i nanoszono na zel.

5.7. Ekspresja gendéw kodujacych poszczegdline biatka rekombinantowe T.
gondii w uktadzie Tabora-Studiera

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

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

Przeprowadzano rozdziat elelktroforetyczny uzyskanych préobek
catkowitych lizatéw bakteryjnych, w celu stwierdzenia obecnos$ci i oszacowania

ilosci wyprodukowanych biatek rekombinantowych.

5.8. Oczyszczanie biatek rekombinantowych metodg chromatografii
metalopowinowactwa

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

Procedura oczyszczania biatek rekombinantowych:

Osad komorek E. coli nadprodukujgcych odpowiednie biatka fuzyjne z
1000 ml hodowli zawieszano w ok. 80 ml buforu MA o pH=7,9 [Materiaty 4.11].
Nastepnie przeprowadzano sonifikacje w celu dezintegracji komoérek (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 kolumne, po czym ztoze ptukano
buforem MA (ok. 15 objetosci ztoza), buforem MB (ok. 20 objetosci ztoza), a
nastepnie eluowano odpowiednie biatka rekombinantowe trzema — szescioma 5

ml porcjami buforu C o pH=7,9 [Materiaty 4.11].

5.9. Dializa
Dialize prowadzono wobec buforu PBS [Materiaty 4.10], przy delikatnym
mieszaniu za pomocg mieszadetka magnetycznego, przez 24 godziny w

temperaturze 4°C. Proces prowadzono trzykrotnie, uzywajac po 2 litry buforu.
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5.10. Oznaczanie stezenia biatka

Do 0,1 ml preparatu dodawano 1 ml odczynnika Bradforda [Materiaty

4.10], inkubowano 15 min, a nastepnie mierzono absorbcje przy dtugosci fali

595 nm. Stezenie wyznaczano wedtug krzywej wzorcowe] sporzadzonej dla

roztworow BSA w zakresie 5 - 500 ug/ml.

5.11. Testy immunologiczne
5.11.1. Test Western blotting

Przeprowadzono elektroforeze biatek w 12% zelu poliakrylamidowym w

warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE), a nastepnie wykonano

elektrotransfer biatek z zelu na btone nitrocelulozowa;:

na powierzchni aparatu (elektroda natadowana dodatnio)
umieszczano trzy, odpowiednio wyciete bibuty, namoczone w
buforze do transferu [Materiaty 4.12];

nastepnie ktadziono przycietg, namoczong w buforze do transferu
btone nitrocelulozowa, a na niej zel przemyty kilkakrotnie tym
samym buforem (doktadnie usunieto powstate pecherze powietrza
miedzy btong a zelem);

zel przykrywano trzema nasaczonymi bibutami, nastepnie

zamykano aparat.

Transfer prowadzono przy natezeniu pradu wynoszacym 0,8 mA na cm?

zelu, przez 1 godzine.

Po zakonczonym transferze Zzel umieszczano w buforze blokujgcym

[Materiaty 4.12] i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 godzine, z

wytrzgsaniem.

Btone ptukano trzykrotnie buforem TBST [Materiaty 4.12], przez 5 min w

temperaturze pokojowe,;.

Kolejne etapy wykonywania testu Western blotting réznity sie w

zaleznosci od zastosowanych przeciwciat. Wszystkie rozcienczenia przeciwciat

wykonywano w buforze TBST zawierajgcym 5% odttuszczone mleko [Materiaty

4.12].

1. Btone

inkubowano z przeciwciatami  anty-polihistydynowymi  w

rozcienczeniu 1:2000, przez 1 godzine, w temperaturze pokojowej z
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wytrzgsaniem. Nastepnie ptukano 3 x 5 min buforem TBST [Materiaty
4.12] i wywotywano roztworem DAB [Materiaty 4.12]. Pojawienie sie
ciemnobrgzowych prazkéw na btonie nitrocelulozowej $wiadczyto o
dodatnim wyniku reakcji immunoenzymatyczne;.

2. Btone inkubowano z przeciwciatami skierowanymi na domeng S-Tag
[Materiaty 4.12] w rozcienczeniu 1:5000, przez 30 min w temperaturze
pokojowej z wytrzgsaniem. Nastepnie ptukano 4 x 2 min buforem TBST i
wywotywano odczynnikiem do detekcji NBT/BCIP [Materiaty 4.12], do
pojawienia fioletowych prazkéw, swiadczacych o dodatnim wyniku reakcji
immunoenzymatyczne;.

3. Btone inkubowano z surowicg ludzkg w rozcienczeniu 1:100, przez 1
godzine, w temperaturze pokojowej z wytrzgsaniem. Nastepnie ptukano
3 x 5 min buforem TBST, po czym inkubawano z drugorzedowymi
przeciwciatami anty-ludzkimi w rozcienczeniu 1:1000, przez 1 godzine z
wytrzgsaniem. Btone ptukano 3 x 5 min buforem TBST i wywotywano
roztworem DAB [Materiaty 4.12], do pojawienia brgazowych prazkéw,
ktore swiadczyly o dodatnim wyniku reakcji immunoenzymatyczne,;.

5.11.2. Test ELISA
Do studzienek na mikroptytce do testu ELISA nanoszono: po 100 pl
odpowiednio rozcienczonych rekombinantowych biatek antygenowych T.
gondii lub mieszanki trzech antygenéw; po 100 ul poliwalentnego
antygenu natywnego (TLA) w stezeniu 1 pg/ml; po 100 pl roztworu frakcji
elucyjnej otrzymanej podczas oczyszczania lizatu komorek szczepu E.
coli BL21(DE3)pLysS/pUET1 w rozciehczeniu 1:500 [Materiaty 4.13].
Wszystkie rozcienczenia wykonywano w buforze optaszczajgcym
(weglanowym) [Materiaty 4.13].
Opfaszczone ptytki inkubowano przez catg noc w temperaturze 4°C.
Po wykonanej inkubacji ptukano studzienki trzykrotnie po 2 min z
wykorzystaniem 200-300 ul buforu ptuczacego na kazdg ze studzienek
[Materiaty 4.13].
Dodawano do kazdej studzienki po 100 pl buforu blokujacego [Materiaty

4.13] i inkubowano ptytke przez 35 min w temperaturze pokojowej po
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czym wykonywano ptukanie 3 x 5 min buforem ptuczacym (200-300 pl
buforu na jedng studzienke).

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

Inkubowano ptytke w temperaturze 37°C przez 45 min.

Wykonywano ptukanie studzienek 3 x 5 min buforem ptuczgacym (200-
300 ul na kazdg studzienke).

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

Wykonywano ptukanie studzienek 3 x 5 min buforem ptuczgacym (200-
300 ul na kazdg studzienke).

Do kazdej ze studzienek nanoszono po 100 pl substratu [Materiaty 4.13] i
inkubowano ptytke w ciemni w temperaturze 37°C przez 40 min. W
studzienkach, w ktérych zaszta reakcja antygen-przeciwciato
obserwowano zo6tto-brgzowe zabarwienie.

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

Mierzono absorbancje przy dtugosci fali 490 nm.

5.12. Programy komputerowe
Analize restrykcyjng oraz symulacje klonowania wykonano przy
zastosowaniu programu Clone 3.1 (Scientific & Educational Software).
Analize domen transmembranowych, sekwencji sygnalnych oraz
obliczenie punktéw izoelektrycznych i teoretyczne oszacowanie mas
czasteczkowych wykonano przy pomocy programu Antheprot 5.0
(Institute of Biology and Chemistry of Proteins, Lyon).
Analize determinant antygenowych wykonano przy zastosowaniu
programéw dostepnych na stornie internetowej: www.expasy.org.
Procentowg zawartos¢ biatek uzyskang podczas oczyszczania
oszacowano densytometrycznie z wykorzystaniem systemu Versa Doc

(program Quantity One).
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6. Wyniki i dyskusja

6.1. Opis antygen6w wybranych do produkcji

Otrzymanie nowych narzedzi diagnostycznych, ktdre mogtyby znalez¢
zastosowanie w immunodiagnostyce toksoplazmozy, polegato w pierwszej
kolejnosci na wyborze (do biotechnologicznej produkcji) kilkunastu antygenéw
spetniajagcych wazne funkcje w cyklu rozwojowym T. gondii. W przypadku
inwazji pasozyta organizm zywiciela odpowiada syntezg specyficznych
przeciwciat anty-T. gondii skierowanych na rdzne biatka antygenowe. Z tego
powodu, w poszukiwaniu antygenow o0 znaczeniu diagnostycznym, wazne jest,
aby wytypowane biatka byty dobrze eksponowane uktadowi immunologicznemu
gospodarza. Ponadto do produkcji nalezato wybra¢ biatka antygenowe
charakterystyczne dla réznych form rozwojowych pierwotniaka (gtéwnie
tachyzoitbw i bradyzoitow), ktére miatyby potencjalne znaczenie przy
konstrukcji testu roznicujgcego fazy choroby.

Przedtozona rozprawa doktorska jest czescig badan prowadzonych w
Katedrze Mikrobiologii PG juz od kilku lat. Otrzymana do tego czasu kolekcja
obejmowata kilka rekombinantowych biatek antygenowych T. gondii: antygenow
powierzchniowych (SAG1, SAG2 i P35), granul o duzej gestosci (GRA1, GRAG i
GRA7), ROP9 i dwoch enzyméw (LDH1 i LDH2).

6.1.1. Antygeny powierzchniowe

Z tego wzgledu, iz w kolekcji Katedry Mikrobiologii PG dostepne byty juz
trzy biatka powierzchniowe charakterystyczne dla formy rozwojowej tachyzoitu
(SAG1 i P35) oraz dwéch form pasozyta (SAG2), do produkcji wybrano
antygeny typowe dla bradyzoitow (SAG4 i BSR4). SAG4 o0 masie
czasteczkowej 18 kDa jest zbudowany ze 172 reszt aminokwasowych i zawiera
27 aminokwasowg sekwencje sygnalng oraz dwie domeny transmembranowe
(obejmujgce reszty aminokwasowe 10-19 i 151-161) (Rys. 17 A). Natomiast
biatko BSR4 zbudowane jest z 385 reszt aminokwasowych. W sekwencji BSR4
wystepujg dwie domeny transmembranowe: N — kohcowa (od 24 do 32 reszty
amniokwasowej) oraz C - kohcowa (od 357 do 360 reszty aminokwasowej)
(Rys. 17 B).
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(A)
1 MIKNKI LLRA VLCFLI LFGC SAVWRVRAKSW TYDFKKALDD DETKKEI | TP
51 GDSVSI ENSG SRPLEY!I PPN PSQVLKVEKG DHCKDEPVEL AALFKGSAPT
101 PAWTEAQSTR SLTVPAGSVP EKETI PFCFK VKDTGKNKTL TAVI KVAGAH
151 G.SAAVGVSI G PALAFVLI SM

(B)

1 MWMVIGSMOQQR RGGLRSNARQ LLAVCMBGW FFSSGQAVAD NLLEGLLHRT
51 LQQQVEVTSR LTVAGSDAKC DFFTPATQDS PPVSGSLTLS KGRMIATFEC
101 SATQALSI ST | PTNI EQNVC DPKKTTNGTV CQFGANGSAG TEVTLKDLLE
151 TDRI VNVKVN EQREESNKSQ KWSLELHNED LPLTDKAFVW GCQATSAARG
201 TESGKTAACK LTVNVEARAS SLAENNVWWTC AYGKGSNPNP VEVEMSTEKN
251 TLTI NCGSDG SLQPTTYAEE YCVADSKDVN RCSTTRFVEl FPKFLKSWAW
301 TETQKRTSAT LTI PQTDLPE ADQQFLVGCY PKKTAPEDPK KDKESGTETG
351 APTSCTVLVT VKAASSASHA SPTVQ LAAA SSAAA

Rys. 17. Sekwencja aminokwasowa biatka: (A) SAG4 i (B) BSR4 dzikiego typu.
Podkreslono sekwencje sygnalng; pogrubiono domeny transmembranowe; kolorem
czerwonym oznaczono najsilniejsze determinanty antygenowe.

6.1.2. Antygeny granul o duzej gestosci

Rodzina antygendw granul o duzej gestosci zawiera biatka wydzielnicze,
okreslane mianem antygendéw ESA (ang. excreted/secreted antigens), ktére
wykrywane sg we wszystkich stadiach rozwojowych T. gondii. Biatka GRA
produkowane sg przez pasozyta w bardzo duzej ilosci i stanowig okoto 90% puli
wszystkich antygendw, ktore wystepujg w surowicy pacjenta w poczatkowej
fazie choroby. Silne wtasciwosci immunogenne tej grupy antygendéw wzbudzajg
nadzieje na ich wykorzystanie do produkcji szczepionek antygenowych oraz
testéw diagnostycznych.

Katedra Mikrobiologii PG posiadata w swojej kolekcji trzy antygeny ESA
(GRA1, GRAG6 oraz GRAY7), ktére charakteryzowaty sie wysokg reaktywnoscig z
przeciwciatami anty-T. gondii pochodzacymi z surowic pacjentow chorych na
toksoplazmoze. W oparciu o wyniki wczesniejszych badan do produkcji
wybrano cztery kolejne antygeny granul o duzej gestosci (GRA2, GRA4, GRA5
oraz GRA9). Biatko GRA2 zbudowane jest ze 185 reszt aminokwasowych,
zawiera 23 aminokwasowg  sekwencje sygnalng oraz  domene
transmembranowg na N-koncu. Pojedyncza domena transmembranowa

wystepuje takze w sekwencji aminokwasowej biatka GRA9 (318 reszt
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aminokwasowych), ktére nie zawiera sekwencji sygnalnej. Natomiast antygeny
GRA4 i GRA5 zbudowane odpowiednio z 345 i 120 reszt aminokwasowych,
zawierajg domeny transmembranowe na obu koncach. Ponadto dojrzate biatka

powstajg przez

odciecie 20 aminokwasowej

(antygen

aminokwasowej (antygen GRAS) sekwencji sygnalnej (Rys. 18).

GRA4) i

25

(A)
1

51
101
151

(B)
1

51
101
151
201
251
301

(©)
1

51
101

(D)
1

51
101
151
201
251
301

MFAVKHCLLV

VAVGALVNVS

VRAAEFSGW

GKCGEHTPPLP
FKKAKWWAEK
TTTQAPDSPN

MOGTWESLFV

DERQCEPEEP
GFTAAKTHTV
GLAETEVPVE

VVWSHLACG

YHSMYGNQTP
AAGGPGSPIWN
HPAAVPPPGP
TPTPPPPASY
TPADEAASES
GIRTSTAPAE

MASVKRVWA

YPYANGQQAS
GGYYMPTGVY

SVFVFTPSSV
GYPVFPAFPR
EEGDKTSRKS
AGKTELDDGY

VM VNVLALI

VSQRASRVAE
RGFKVAKEAA

PQQRAAHVPV

GECSFGSHLA
PPPQGQLLI |

TAQWPGTPG
QPGAEVTPGY
L PAFSDSVSV
KVKKG LTGL
RPPPFNPRPS

FVGVAGSTRD

OHEQNEDRSL
| QEESKESAT

VRSLKSI VWP
PEEPRREPEK
GRGADGFGPS

FERCRAAVTG
AEEEEVAEEE

LSAALVAAAE
HVDLFGEDVWK
LLGDOSPGFHF

ENVRVI LHLQ RRQVEVQYRA
Cl MTREWAQ KLAGA DNTH
DNALERVLAG DFEGFSRTQM CLVSGRNRTE

SPVTSVELPR

L SQEDRGL

HPVRTAVGLA

L DLFLGESGV
QFGGSGFGDF
PRLRALQPKT
ATRRDEKTEG
TATAGTPKKL

NQGPVDVPFS
QLFRKFLKFA
GRGWTVGKK
PDFSQ

DMVAGL SGRHD
QNPDGSFM V
HPVQAI PQQP
SALQLRQASAQ
STEDSGLTGV
GVAATLAAAA
PYAELLKDLE

VGSGGDDSEG
AAVWAWSL L

YLFGKASESD
SKVEFENLFS
KLEKTGTCQY
GESHSVBKEQ
LI SFPSPDHI

CAFAEGQEVE

GKPLDERAVG
ENVGHHSEKA
LANVESDRST

KERHQAKKRY
DQRGVPQVPQ
LRTQATATYY
YGYSYPGTTS
KDSSSSESTV
AAAKAVKGFG
RVRKE

ARCREQQVQ
RLLKRRRRRA

VALKVPEDPV
QVHEMVRRLM
VWTWAPEVTA
SSQLMBVDPQ
KEMVKEGYLP
L EEKPLPSDS

transmembranowe;

Rys. 18. Sekwencja aminokwasowa biatka: (A) GRA2, (B) GRA4, (C) GRAS i
(D) GRA9 dzikiego typu. Podkreslono sekwencje sygnalne; pogrubiono domeny

kolorem czerwonym zaznaczono najsilniejsze determinanty

antygenowe. W przypadku biatka GRA9 kolorem niebieskim oznaczono sekwencje
aminokwasowg kodowang przez ekson 1 genu gra9.
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6.1.3. Antygeny mikronem i roptrii

Biatka MIC oraz ROP spetniajg bardzo istotne funkcje podczas inwazji T.
gondii do wnetrza komoérki gospodarza. W wielu badaniach wykazano znaczng
immunogennos¢ antygendw nalezgcych do tych rodzin. Z tego wzgledu
zarowno biatka mikronem jak i roptrii sg dobrymi kandydatami na szczepionke
przeciwko toksoplazmozie jak rowniez mogg by¢ uzyteczne w testach
diagnostycznych. Do produkcji wybrano dwa antygeny mikronem (MIC1 i MIC3)
oraz biatko roptrii ROP1. MIC1 i MIC3 sg gtbwnymi elementami dwoch
kompleksow adhezyjnych pasozyta. Gen micl zbudowany z czterech eksondéw,
koduje biatko antygenowe o wielkosci 457 reszt aminokwasowych, ktére
posiada 16 aminokwasowg sekwencje sygnalng na N-koncu oraz dwie domeny
transmembranowe (Rys. 19 A). Dojrzate biatko MIC3 (zbudowane z 359 reszt
aminokwasowych), powstaje po odcieciu przez enzymy proteolityczne 66

poczatkowych reszt aminokwasowych (Rys. 19 B).

(A)
1

51
101
151

MGQALFLTVL LPVLFGVGPE AYGEASHSHS PASGRY! QQVI LDQRCQE! AA
ELCQSGLRKM CVPSSRI VAR NAVG THQNT LQWRCFDTAS LLESNQENNG
VNCVDDCGHT | PCPGGVHRQ NSNHATRHE! L SKLVEEGVQ RFCSPYQASA
NKYCNDKFPG TI ARRSKGFG NNVEVAWRCY EKASLLYSVY AECASNCGTT

201
251
301
351
401
451

(B)
1

51
101
151
201
251
301
351

WYCPGCGRRGT
LCLDESGQ S
TKGGNI DLPE
VGSCHSLVAN
AWLDYTRLN
PTAVSA

MRGGTSALLH

STELDKRHYT
RTGGGPPSQP
KSTSPEKTPK
FLDGFLKFQT
AALGSAAYW

EEEG RQAI G SVDSPCSEVE
PEMQQPADRS DERGGGKEQS
TEl HGDSTKA TLEEGQQLTL
GSNSAFDWE VEEPAGPAVL
EDSGCSSSEE VSFQGVGSGA

ALTFSGAVWM CTPAEALPI Q KSVQLGSFDK

SLAPSFAVTE
SCPKSACCSK
GHRCDKNAEC
NGTCl WDSV
DDASHENGYT
SCKCDNGYSG
TVTCEKI KQ

THSSVQSPSK
TMCGPGECGE
VENLDAGGGV
SYTCTCGDGE
CECPTGYSRE
SASATSHHGK

QETQLCAI SS EGKPCRNRQL
FCSSNW FCS SSLI YHPDKS
HCKCKDGFVG TGLTCSEDPC
TLVNLPEGGQ GCKRTGCHAF
VTSKAEESCV EGVEVTLAEK
GESGSEGSLS EKMNI VFKCP

VCL PKDENPP
PGGEAQPDHP
TFI STKLDVA
TI GLGHKGRL
TLWTTLGES

VWPSREWSE
HTDNGYFI GA
YGGDCSCEKQ
SKRGNAKCGP
RENCSPGRCI

CEKEFG SAS
SGYHPRYHAH

Rys. 19. Sekwencja aminokwasowa biatka: (A) MIC1 i (B) MIC3 dzikiego typu.

Podkreslono sekwencje sygnalne; pogrubiono domene trasmembranowa; kolorem
niebieskim zaznaczono 67 reszte seryny — poczatek dojrzatego biatka. W przypadku
antygenu MIC1 réznymi kolorami zaznaczono fragmenty kodowane przez cztery
eksony genu micl.
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Antygen ROP1 zbudowany jest z 396 reszt aminokwasowych. Zawiera
jedng domene transmembranowg na N-koncu. Dojrzate biatko ROP1 powstaje
po odcieciu reszt aminokwasowych z N-konca, miedzy 83 a 84 resztg
aminokwasowg (tzw. pro-regionu) (Rys. 20).

1 MEQRLPI | LL VLSVFFSSTP SAALSSHNGV PAYPSYAQVS LSSNGEPRHR
51 G RGTFHVBV KPHANADDFA SDDNYEPLPS FVEAPVRGPD QVPARGEAAL
101 VTEETPAQQP AVALGSAEGE GTSTTESASE NSEDDDTFHD ALQELPEDGL
151 EVRPPNAQEL PPPNVQELPP PTEQELPPST EQELPPPVGE GQRLQVPGEH
201 GPQGPPYDDQ QLLLEPTEEQ QEGPQEPLPP PPPPTRGEQP EGQUPQGPVR
251 QNFFRRALGA ARSRFGGARR HVSGVFRRVR GGLNRI VGGV RSGFRRAREG
301 WGGVRRLTS GASLGLRRVG EGLRRSFYRV RGAVSSGRRR AADGASNVRE
351 RFVAAGGRVR DAFGAGLTRL RRRGRTNGEE GRPLLGEGRE QDDGSQ

Rys. 20. Sekwencja aminokwasowa biatka ROP1 dzikiego typu. Pogrubiono
domene transmembranowsg, kolorem niebieskim zaznaczono 84 reszte alaniny
(poczatek dojrzatego antygenu), kolorem czerwonym najsilniejsze determinanty
antygenowe.

6.1.4. Inne antygeny

BAG1 oraz MAG1l to antygeny produkowane gtdbwnie w stadium
rozwojowym bradyzoitu. BAG1 jest biatkiem zbudowanym z 229 reszt
aminokwasowych. W sekwencji tego antygenu nie wystepujag domeny
transmembranowe i sekwencje sygnalne (Rys. 21 A). Biatko macierzy cyst
tkankowych zbudowane jest z 452 reszt aminokwasowych i zawiera na N-koncu
25 aminokwasowg sekwencje sygnalng (Rys. 21 B). Cechg charakterystyczng
antygenu MAG1 jest wystepowanie w jego sekwencji aminokwasowej dwunastu
potencjalnych miejsc fosfoforylaciji dla biatek kinazy C i/lub kinazy kazeinowej 2
oraz dwoéch miejsc mirystylacji w obrebie 48 i 53 reszty aminokwasowe;.
Antygen MAG1 charakteryzuje sie ponadto wystepowaniem duzej ilosci reszt
kwasu glutaminowego (powodujacych obnizenie fadunku biatka) oraz

posiadaniem licznych domen o konformacji a-helis [Parmley i wsp., 1994].
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1

51
101
151
201

(B)
1

51
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151
201
251
301
351

MAPSASHPPG
DLRNRLSHDK
LFETALTANE
DNGAI VI KGE
| SAAVDNGVL

MDCCQCRRQL

ACPPGCTKHP ATATAI SPSG VCPMRAFHPA GPHSHFSCYD
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Rys. 21. Sekwencja aminokwasowa antygenu: (A) BAG1 i (B) MAG1 dzikiego
typu. Podkreslono sekwencje sygnalng, kolorem czerwonym oznaczono najsilniejsze
determinanty antygenowe; kolorem niebieskim fragment antygenu MAG1 kodowany
przez ekson 1 genu magl.

6.2. Etapy produkcji rekombinantowych biatek antygenowych

Do produkcji rekombinantowych biatek antygenowych T. gondii wybrano
wydajny, bakteryjny system ekspresyjny oparty na genach i elementach
regulatorowych pochodzacych z bakteriofaga T7 E. coli (tzw. system Tabora-
Studiera). System nadprodukcji faga T7 ztozony jest z genu polimerazy RNA T7
oraz wektora do nadekspresji genu, zawierajgcego promotor T7 (do fuzji
transkrypcyjnych) lub promotor i rejon RBS T7 (do fuzji translacyjnych). Jako
gospodarza tego procesu uzywa sie komérek E. coli okreslonego szczepu.

Etapy pracy badawczej w pierwszej kolejnosci dotyczyty otrzymania DNA
ekspresyjnych plazmidow rekombinantowych zawierajacych geny lub fragmenty
genow kodujacych poszczegodlne biatka antygenowe pasozyta (z wykluczeniem
sekwencji sygnalnych i domen transmembranowych). Sekwencje sygnalne i
odcinki  transmembranowe nie

zawierajg determinant antygenowych

(rozpoznawanych przez specyficzne przeciwciata) i z tego powodu nie
uczestniczg w reakcji antygen-przeciwciato. Ponadto wptywajg negatywnie na
wydajng ekspresje gendw kodujacych poszczegdlne biatka zaréwno w
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bakteryjnych jak i w drozdzowych systemach ekspresyjnych. Z tego wzgledu,
aby zapobiec problemom, ktére towarzyszg produkcji biatek w E. coli,
przeprowadzono analize komputerowg sekwencji aminokwasowych wybranych
antygenéw T. gondii w Kkierunku poszukiwania sekwencji sygnalnych i
transmembranowych lub korzystano z dostepnych danych literaturowych. W
oparciu o uzyskane wyniki do klonowania wybrano fragmenty gendw, ktére nie
zawieraty tych sekwenciji.

W pierwszym etapie pracy przeprowadzono amplifikacie DNA
fragmentéw gendéw na matrycy DNA T. gondii szczepu RH, z wykorzystaniem
odpowiednio zaprojektowanych starterow. Uzyskane DNA produktéw PCR
klonowano do DNA wektora pUET1, z wykorzystaniem odpowiednich enzyméw
restrykcyjnych. Wektor pUET1 [Dabrowski i Kur, 1999] zostat wybrany w
oparciu o doswiadczenia zespotu badawczego Katedry Mikrobiologii, ktére
zostaly zdobyte podczas pracy nad poprzednio sklonowanymi antygenami T.
gondii [Hiszczynska-Sawicka i wsp., 2003; Hiszczynska-Sawicka i wsp., 2005].
Ekspresja z tego wektora byla wydajna i pozwalata na uzyskiwanie
miligramowych ilosci oczyszczonego biatka rekombinantowego z 1 litra hodowli
po zastosowaniu jednoetapowe] procedury oczyszczania z wykorzystaniem
metody chromatografii metalopowinowactwa (Rys. 22). Produkty PCR zostaty
wklonowane w sposob umozliwiajacy produkcje biatek fuzyjnych zawierajgcych
dwie domeny polihistydynowe (na N- i C-koncu) pozwalajgce na tatwe
oczyszczanie technikg chromatografii metalopowinowactwa oraz domene S-

Tag dla tatwej detekcji wyprodukowanych antygendw rekombinantowych.
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/‘ Reakcja amplifikacji DNA genu/fragmentu genu na
matrycy DNA T. gondii szczepu RH

Hindlll
EcoRV 0.

Bylll TTterm
PRODUKT REAKCJI PCR - INSERT

T7 prom

pUET1
2856pz

Amp

wektor ekspresyjny

Reakcja trawienia DNA insertu i wektora
odpowiednimi enzymami restrykcyjnym

Reakcja ligacja DNA insertu i wektora

— =

Otrzymanie DNA plazmidu rekombinantowego

\‘ PLAZMID REKOMBINANTOWY

szczep bakteryjny
E. coli

Ekspresja genu kodujacego biatko antygenowe

— =

SZCZEP E. COLI NADPRODUKUJACY
BIALKO ANTYGENOWE

Konstrukcja bakteryjnego systemu ekspresji antygenowego biatka rekombinantowego

Oczyszczanie rekombinantowego biatka
antygenowego

— =

WYSOCE OCZYSZCZONY PREPARAT
REKOMBINANTOWEGO BIALKA
ANTYGENOWEGO

Rys. 22. Schematyczne przedstawienie etapdéw otrzymania rekombinantowego
biatka antygenowego.
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6.3. Konstrukcja bakteryjnych systemow ekspresji rekombinantowych
biatek T. gondii

6.3.1. Klonowanie DNA genow lub ich fragmentéw do DNA wektora
ekspresyjnego pUET1

Etapy prowadzace do uzyskania DNA plazmidu rekombinantowego
réznity sie w zaleznosci od klonowanego fragmentu genu kodujgcego
poszczegllne biatka antygenowe T. gondii. Proste klonowanie (obejmujgce
uzyskanie produktu PCR, trawienie DNA insertu i wektora odpowiednimi
enzymami restrykcyjnymi oraz reakcje ligacji) wykonywano w przypadku gdy
klonowano gen (lub jego fragment), ktéry nie zawierat intronow. Jezeli
natomiast w sekwencji nukleotydowej genu wystepowaty introny, w klonowaniu
stosowano dodatkowy etap obejmujacy potgczenie poszczegdlnych eksondw,
ktére odbywato sie z wykorzystaniem reakcji PCR i/lub odpowiednich enzymow
restrykcyjnych.

Doktadny opis poszczegolnych etapédw klonowania zostanie
przedstawiony na przyktadzie dwoéch wybranych gendéw: 1) mic3, ktérego
sekwencja nukleotydowa nie zawiera introndéw (klonowanie proste) oraz 2) bagl
zawierajgcego 3 introny (klonowanie z dodatkowymi etapami dotyczacymi

tgczenia eksondw w jeden fragment).

6.3.2. Klonowanie DNA fragmentu genu kodujacego biatko MIC3 do DNA
wektora pUET1

6.3.2.1. Amplifikacja DNA fragmentu genu mic3

W wyniku przeprowadzonej reakcji PCR otrzymano produkt wielkosci
903 pz (Rys. 23 i 24), zawierajgcy fragment DNA genu kodujgcego biatko
antygenowe MIC3 T. gondii (z pominieciem fragmentu kodujgcego 66
pierwszych reszt aminokwasowych). Dzieki zastosowaniu odpowiednio
zaprojektowanych starterow reakcji PCR (GeneBank Accession No. AJ132530)
do otrzymanego produktu zostaly wprowadzone sekwencje rozpoznania dla
enzymow restrykcyjnych Bglll i Hindlll 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 —20°C do dalszych doswiadczen.
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Sciezki:

M — marker wielkosci Ideal (DNA Gdansk Il s.c.)
1 - kontrola ujemna
2 — produkt reakcji PCR wielkosci 903 pz

Rys. 23. Rozdziat elektroforetyczny DNA produktéw reakcji PCR w 1% zelu
agarozowym.

cgt ggagat ¢
gagt gaaggc
acttcatcgg
t gcggccccg
cagcagttcg
gct gt gaaaa
aactt ggacg
cggcact ggg
cgaagt gcgg
acat gcacct
acaaggat gc
ct ggt agat g
t gccccacag
t gt ggaagga
gcat cagcgc
t ccgcaacct
gagt gaaaaa
gat accat gc
cgg

tgtcccccag

caagcaggag

aagccat gt c
ggccagtt gc
gcgget gcgg
ct catctacc
gcagggccat
cgggt ggggg
ttgacttgct
acccaacggg
gcggcgacgg
aagaggact g
t att gat gac
ggt act cacg
gt cgaagt ca
gt cat cctgc
cccaccat gg
atgaatattg
ccacaccgtg

gaaaccgt ca
cccaagagcg
agaattctgc
at cct gacaa
cggt gcgaca
t gt gcact gc
ccgaggat cc
acgt gcat cg
cgaaactcta
gat gt cat gc
gcctcgcatg
t gaggt gact
cgct ggct ga
aaat gcgat a
gaaaggagaa
tcttcaagtg
acgt gt gaga

acgcaact ct
gt t gcacact
cttgctgcag
t ccagcaact
aagct at gga
aaaacgcaga
aagt gcaaag
ttgttcaaaa
tcgtcgattc
gt gaacct cc
ctt cagggag
agaat ggct a
t ccaaggcgg
gaaat gcgag
acggat act c
t cgggat ccg
ccccagt gge
aaat t aagca

gtgctatctc
gacaacgggt
caagaccatg
ggattttttg
ggagact gca
at gcgt cgaa
acggct t cgt
agagggaacg
agt cagct ac
cggaaggggg
aact gcagcc
cacct gcgag
aggagt cgt g
aaggaattcg
cggat ct gct
aggggagct t
t accat ccaa
gaagctt ggc

Rys. 24. Sekwencja DNA produktu PCR otrzymanego w wyniku reakcji
amplifikacji genu mic3. Kolorem niebieskim zaznaczono sekwencje pochodzace ze
starterow (podkreslono sekwencje komplementarne do matrycy).

6.3.2.2. Konstrukcja DNA plazmidu rekombinantowego pUET1/MIC3

Celem tego etapu byto otrzymanie DNA plazmidu rekombinantowego
pUET1/MIC3 biatko
antygenowe mikronem MIC3 T. gondii bez sekwencji sygnalnej na N-koncu

zawierajgcego fragment genu mic3 kodujacego

biatka (obejmujgcego reszty aminokwasowe od 67 S do 359 Q).
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Przygotowanie insertu

Produkt PCR o wielkosci 903 pz poddano reakcji trawienia enzymem
restrykcyjnym Bglll w odpowiednim buforze [Materialty 4.5]. Po reakcji DNA
insertu oczyszczono z mieszaniny reakcyjnej [Metody 5.3.2] i zawieszono w
buforze TE [Materiaty 4.10]. Nastepnie DNA poddano reakcji trawienia drugim
enzymem restrykcyjnym Hindlll w odpowiednim buforze [Materiaty 4.5],
0Czyszczono z mieszaniny reakcyjnej i zawieszono w buforze TE [Materiaty
4.10]. W rezultacie otrzymano czgsteczki DNA zawierajgce 5 i 3’ ,lepkie”
konce.

Przygotowanie wektora

DNA wektora pUET1 trawiono restryktazami Bglll i Hindlll. Trawienie
DNA wektora odbywato sie sekwencyjnie ze wzgledu na rézne wymagania
buforowe zastosowanych enzyméw. Po pierwszym etapie trawienia enzymem
Bglll DNA oczyszczono, a wydajnosc trawienia sprawdzono elektroforetycznie
(plazmid w formie liniowej). Nastepnie oczyszczone DNA trawiono enzymem
Hindlll w buforze odpowiednim dla tego enzymu i po uptywie jednej godziny
ponownie oczyszczono DNA i zawieszono w buforze TE [Materiaty 4.10;
Metody 5.3.2].
Reakcja ligaciji

Liniowe czgsteczki DNA insertu i wektora trawione odpowiednimi
enzymami restrykcyjnymi poddane zostaty reakcji ligacji [Metody 5.3.5].
Transformacja komoérek kompetentnych E. coli TOP10F’ DNA mieszaniny
ligacyjnej

Komoérki kompetentne szczepu E. coli TOP10F' transformowano DNA

mieszaniny ligacyjnej [Metody 5.5]. Dodatkowo wykonano kontrole czystosci
komoérek kompetentnych na podtozu LA z ampicyling i tetracykling.

Izolacja plazmidéw z uzyskanych klonéw

W wyniku transformacji komérek kompetentnych E. coli TOP10F
mieszaning ligacyjng na ptytkach Petriego z podtozem LA zawierajgcym
tetracykline i ampicyline [Metody 5.1.2] otrzymano kilkanascie kolonii. Ptytka
kontrolna z wysianymi komorkami kompetentnymi nie byta zakazona
materiatem biologicznym wykazujagcym opornos¢ na ampicyline. Kolonie z

ptytek po transformaciji przesiano na nowe ptytki z podtozem LA zawierajgcym
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tetracykline i ampicyline oraz zaszczepiono na pozywke 2YT, zawierajacqg te
same antybiotyki i hodowano przez 18 godzin w wytrzasarce, w temperaturze
37°C. Nastepnie hodowle zwirowano w probéwkach Eppendorfa i wyizolowano
plazmidowe DNA [Metody 5.3.1]. Selekcje rekombinantéw przeprowadzono na
podstawie oszacowania wielkosci DNA plazmidéw rekombinantowych
pUET1/MIC3 (3657 pz) migrujacych w 1% zelu agarozowym, w obecnosci DNA
wektora pUET1 (2856 pz). Plazmidy rekombinantowe, ktore zawierajg fragment

genu mic3, charakteryzujg sie wolniejszg migracjg w zelu.

Analiza restrykcyjna DNA plazmidéw rekombinantowych

DNA plazmidéw rekombinantowych pUET1/MIC3 wytypowanych na
podstawie réznicy w wielkosci w stosunku do DNA wektora pUET1 poddano
analizie restrykcyjnej. Przeprowadzono reakcje trawienia enzymami
restrykcyjnymi: Hinfl, EcoRI i Xbal. Wielkosci produktéw reakcji oszacowano z
wykorzystaniem programu komputerowego Clone 3.1 [Metody 5.12]. Wyniki
trawienia obserwowano w 1% zelu agarozowym po przeprowadzonej
elektroforezie (Rys. 25). Zastosowanie analizy restrykcyjnej potwierdzito
istnienie jednego klonu zawierajgcego DNA plazmidu rekombinantowego
pUET1/MICS3.

M1 2 3 45 6 M

3653 pz 3000 pz
2555 pz
1827 pz 2000 pz
900 pz
700 pz
500 pz
250 pz

Rys. 25. Rozdziat elektroforetyczny DNA wektora pUET1 i DNA plazmidu
rekombinantowego pUET1/MIC3 trawionych enzymami restrykcyjnymi: Hinfl, EcoRI i
Xbal w 1% zelu agarozowym.
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Sciezki:
M; —marker wielkosci Ideal (DNA Gdansk Il s.c.)
1 — DNA wektora pUET1 trawionego enzymem restrykcyjnym Hinfl (396 pz, 517 pz,
1742 pz)
2 — DNA plazmidu rekobinantowego pUET1/MIC3 trawionego enzymem restrykcyjnym
Hinfl (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
EcoRlI (512 pz, 3135 pz)
5 — DNA wektora pUET1 trawionego enzymem restrykcyjnym Xbal (2856 pz)
6 — DNA plazmidu rekobinantowego pUET1/MIC3 trawionego enzymem restrykcyjnym
Xbal (3657 pz)
M, — marker wielkosci GeneRuler™ 1kp DNA (Fermentas)

Przeprowadzona  analiza  restrykcyjna  potwierdzita  poprawnosc
skonstruowanego plazmidu rekombinantowego pUET1/MIC3 (3657 pz).
Otrzymany plazmid pozwala na uzyskanie biatka fuzyjnego MIC3,
zbudowanego z 342 reszt aminokwasowych, posiadajgcego dwie
szesciohistydynowe domeny fuzyjne (na N- i C-koncu biatka) i domene S-Tag
(Rys. 26). Wyznaczona masa czgsteczkowa antygenu rekombinantowego MIC3
z wykorzystaniem programu komputerowego Antheprot [Metody 5.11] wynosi

36,5 kDa, natomiast punkt izoelektryczny jest rowny 6,45.

S-Tag
1 MHHHHHHSSG LVPRGSGI\AI!éE TAAAKFERQH MDSPDLSPSK QETQLCAI SS
51 EGKPCRNRQL HTDNGYFI GGCCCGE FCSSNW FCS

101 SSLI YHPDKS YGGDCSCEKQ GHRCDKNAEC VENLDAGGEGV HCKCKDGFVG
151 TGLTCSEDPC SKRGNAKCGP NGTCl WDSV SYTCTCGDGE TLVNLPEGEQ
201 CGCKRTGCHAF RENCSPGRCI DDASHENGYT CECPTGYSRE VTSKAEESCV
251 EGVEVTLAEK CEKEFG SAS SCKCDNGYSG SASATSHHGK GESGSEGSLS
301 EKWNI VFKCP SGYHPRYHAH TVTCEKI KK LAAALEHHHH HH

Rys. 26. Sekwencja aminokwasowa biatka fuzyjnego MIC3. Kolorem czarnym
oznaczono sekwencje pochodzace z wektora pUET1.
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6.3.3. Klonowanie DNA genu kodujacego biatko BAG1 do DNA wektora
pUET1

6.3.3.1. Schemat reakcji PCR

DNA genu kodujgcego biatko antygenowe BAG1 bradyzoitu T. gondii,
uzyskano metodg PCR. Poniewaz gen bagl sktada sie z czterech eksonéw
(Rys. 27), a nie dysponowano cDNA T. gondii szczepu RH, reakcje amplifikacji
majgcq na celu potaczenie eksondéw przeprowadzono w czterech etapach (Rys.
28). W pierwszej kolejnosci zamplifikowano ekson 1 genu bagl, do ktérego
dzieki odpowiednio zaprojektowanemu starterowi dodano caty 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). Dzieki 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 uzyto DNA T. gondii
szczepu RH. Nastepnie produkty: PCR 2 i PCR 3 (majgce komplementarne

fragmenty), postuzyty jako matryca do czwartej reakcji PCR polegajacej na

potaczeniu eksonu 31 4 (produkt PCR 4).

61
21
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801

t gat cagt gc
acct gggcgt
ttttcctgca
cacggtttca
gcagcgacct
ctctttgtct
t gcagaggac
ttcgggactc
t agggagaag
gat att caaa
gt accaagca
cgttccatcc
t gagt cacga
catctgcatc
aagaaaggaa
ggggagcgat
agaggt gcgt
tacattttct
gtcggtgatg
cgagagggag
t gacgaagac
ccttcttgeg
atttggat ga
cgat ggt gga
at agcggcaa
aaaat aggag
tggtcgtccc
t cgacgat at
ggagacccag
acttgccagg
t caaaggt aa

act ct acgag
gct gt gt cgc
ct ggct acag
cgat cct gag
ctgtctacta
tct gcgat ct
ttcgctgeta
ggt ct t gcgt
gggcgggeca
aaagat ggcg
tcctgct act
cgcggggcect
caaaaat gt t
aaccgggagt
acgagatgtg
agagt ggt cc
ttgttccatc
ccct gcggag
agagagaggt
t ct ggat acg
aaggaaggt t
gt aaacaccg
agt aagcccg
cct gaaggga
gttcggtgta
cttggatgta
acagat gt gt
gttgttcgag
agtcgacgtg
tcttcagaaa
atcgtctgtc

atgcactatc
agcgagt cgc
cgt agcggct
gt cggcgaga
gagaaaggca
tccgtgegtt
aaaagcagaa
cgttcgcgac
gagegtt cgg
ccgt cagceat
gcgacagcca
cact cacat t
cgaccggt cg
ctggggttcg
t gt gt gt agc
cccgact aaa
acact cgaca
gaaagcgt gg
t ggt cacccc
agcaactata
ccgaagat gt
at ggaaattg
tttgctctgg
aaagt t ggga
ccggagt gta
atactggttt
gcatctgtgc
acggccct ca
gagtt cgaca
gat gacgt aa
gacggt gt at

at cagt cctg
gagat t gccg
tcgectgetce
tgccectgtce
gaaggccgga
cagct gt gct
gagt gcgegg
t ggacgt cgt
aaaat t at ct
cgcat ccgece
tttccccgag
tctcatgtta
cctctcaaca
act agaaaga
acagaaggt a
act gagact g
gt gt gagcag
atcatgttga
cgacacgat t
ct cagaccgg
t ggact acct
cgatttgatg
cgt act accc
ttttcgaaga
cccgt gacga
ccctttgtgt
agttttgggg
ccgcaaacga
gcaaaaagaa
ccat agaagt
ccgt cagat g

aact ccat gt
gcct gt cgac
act ggcgacg
t ggcgaggcc
gegttttctce
tttgccaaag
cgt gt gt agc
cgt ct gt gag
gcaaagccca
gggaget t gt
t ggagt gt gt
cgatgatctc
ggtacagttg
gcggt gcagg
caggcgt aaa
agaagt gact
gaat ggt at t
agagacggaa
t caact ggag
gaat gagagt
ct caaacgac
cgtggatatg
tcccceggta
ggaaaagctc
gaggcacat g
tacgccttga
t ggagt cggt
aat gat ggag
ggaaat gat t
cgacaacgga
cacaacgt gc

tt gggt ggaa
gagt t cccgt
gt act ggccg
ttttgtctac
agat gt gct a
gagacct gt g
t cagt ggcat
agcgt caaac
ggt cccgt at
ccaccgggat
cccatgecgtg
agaaat aggc
aaacagaggg
gagt t acgaa
cacttacatg
cgcgagttgc
cggggt gaag
ctgcgecat t
tgttgtcaca
ct cgcaacag
agcggggacg
cagct agact
agact gacac
acgggcggcg
ct acaaccga
gt aggaggga
cttaatccca
gacat cacgt
attttggcetg
gccatcgtta
atgcgttatc

104



1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061

ggaacgt gct
ggggacgt aa
ctgtctcggce
gaaaggaat ¢
agaagctt ag
gcagcgct ga
gttgctcegt

gcagcgat gc
t gggagaact
tccegtttge
ttttctttag
gcagcgcegt a
aat aggt gt g
ggcccct gac
ccttgtttca
t ccaaaagaa
gaacgt agac
cctggttcat

t ggt gacgag
acgtatttga
acct gt ggct
ttgcagtcca
ccgaat gaag
agattccgct
gct gcect gg

cgttcgtggg
gttgacagtg
t ggcgeccagce
aggacttgtc
t ccagaaacc
ttataaccct
gacaacagaa
gt acat aagc
gaaagcggaa
gttccacgag
t cggt cagt a

gcgccggeac
gttcagt gga
at cgt aat aa
aact t gt agc
at ggcacgt a
tt aaccaggt
ca

gcaggggaac
caagat aat a

cgagaaaacc
cgt cgaggt a
tagcgttcaa
t cggcat gaa
aaacaaagca
acagttcttg
at cct agaac
aaaggt at gg

ggt agect gt t

agaagacat a
catgttgcac
acctgtggta
cccagttgta
agctttctct
gatttttttc

acggaggaac
aat agt acga
tggttgatgg
gt gcgt at cg
cggtt caaga
at agaggcga
acgt gaggtt
gaaggacgga
aacact gcaa
gt gtggcegg
ggt gt t aacg

caccactgta
t gaggacaaa
gt agaaaat g
gat gt cgcaa
gat agaact g
gt gcat gacg

ct cat gaaaa
gt aggat t gc
gcagcct cat
cgt gt ctgcg
ccgt aagcga
ctgttccgga
tcaaattcgc
aagt cgagat
ccaccaggct
tgttgtcccce

gt cagggt at

cacgagtat c
agctcgttga
gat ct ggaag
aaaaggcaca

gggacagcag
acggaat cgc

ag
t gt aaaggt g
aaagaagacc
gcgt gacggt
gtttatcgtc
attagagttg
ggagccgcat
agccagcgcc
cagccgt tct
t cact gaact
aaagacgt cg
t cct gaaggg

Rys. 27. Sekwencja nukleotydowa genu bagl. Kolorem fioletowym oznaczono
ekson 1; czerwonym — ekson 2; niebieskim — ekson 3; zielonym — ekson 4.

AN

PCR 1

279 pz

ex2

|
ekson 2

==

PCR 2

232 pz

437

ekson 4 \

MPCRB

ex4

243 pz

‘PCR4

ex4

pz

Rys. 28. Schemat reakcji PCR genu bag1.

6.3.3.2. Amplifikacja DNA eksonu 1i 2 genu bagl —reakcja PCR 1

W wyniku reakcji PCR 1 otrzymano produkt wielkosci 279 pz (Rys. 29 i

30), zawierajacy fragment DNA eksonu 1 i 2 genu kodujgcego N-korncowg
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czes¢ biatka antygenowego BAG1 T. gondii. Dzieki zastosowaniu odpowiednio
zaprojektowanych starterow reakcji PCR (GeneBank Accession No. Z48750) do
otrzymanego produktu na koniec 5 zostata wprowadzona sekwencja
rozpoznania dla enzymoéw restrykcyjnych Bglll i EcoRI, a na koniec 3’ 54
nukleotydowy ekson 2 genu bagl. Otrzymane DNA izolowano i oczyszczono z
mieszaniny reakcyjne] [Metody 5.3.2, 5.3.3] oraz przechowywano w
temperaturze —20°C do dalszych doswiadczen.

M1 2 3
‘ Sciezki:
M — marker wielkosci GeneRuler™

100bp (Fermentas)
1, 2 — produkt reakcji PCR 1 (ekson 1 2

500 pz genu bagl_) wielkosci 279 pz
300 pz 3 — kontrola ujemna
200 pz

Rys. 29. Rozdziat elektroforetyczny DNA produktow reakcji PCR 1 (ekson 1 i 2
genu bagl) w 2% zelu agarozowym.

1 caggaattcg gagatctcat ggcgccgtca gcatcgcatc cgccgggagce
51 ttgtccaccg ggatgtacca agcatcctgc tactgcgaca gccatttccce
101 cgagtggagt gtgtcccatg cgtgcgttcc atcccgcggg gcctcactca
151 catttctcat gttacgatga tctcagaaat aggctgagtc acgacaaaaa
201 tgttcgaccg gtcgcctctc aacagctaga ctatttggat gaagtaagcc
251 cgtttgctct ggcgtactac cctccccecc

Rys. 30. Sekwencja nukleotydowa DNA produktu PCR 1 otrzymanego w
wyniku reakcji amplifikacji eksonu 1 i 2 genu bagl. Kolorem niebieskim zaznaczono
sekwencje pochodzace ze starterébw (podkreslono sekwencje komplementarne do
matrycy), kolorem czerwonym 54 nukleotydowy ekson 2.

6.3.3.3. Amplifikacja DNA eksonu 3 genu bagl —reakcja PCR 2

W wyniku reakcji PCR 2 otrzymano produkt wielkosci 232 pz (Rys. 31 i
32), zawierajgcy DNA eksonu 3 i fragment eksonu 4 genu kodujgcego biatko
antygenowe BAG1 T. gondi. Dzieki zastosowaniu odpowiednio
zaprojektowanych starterow reakcji PCR (GeneBank Accession No. Z48750) do
otrzymanego produktu na koniec 3’ zostat wprowadzony 19 nukleotydowy
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fragment eksonu 4 genu bagl. Otrzymane DNA izolowano i oczyszczono z
mieszaniny reakcyjne] [Metody 5.3.2, 5.3.3] oraz przechowywano w
temperaturze —20°C do dalszych doswiadczen.

M 1 2

Sciezki:

M — marker wielkoéci GeneRuler™
100 bp (Fermentas)

1 — kontrola ujemna

2 — produkt reakcji PCR 2 (ekson 3 genu
bagl) wielkosci 232 pz

Rys. 31. Rozdziat elektroforetyczny DNA produktéw reakcji PCR 2 (ekson 3
genu bagl) w 2% zelu agarozowym.

1 ttttggggtg gagtcggtct taatcccatc gacgatatgt tgttcgagac
51 ggccctcacc gcaaacgaaa tgatggagga cat cacgt gg agacccagag
101 tcgacgtgga gttcgacagc aaaaagaagg aaatgattat tttggctgac
151 ttgccaggtc ttcagaaaga tgacgtaacc atagaagtcg acaacggagc
201 catcgttatc aaa

Rys. 32. Sekwencja DNA produktu PCR 2 otrzymanego w wyniku reakcji
amplifikacji eksonu 3 genu bagl. Kolorem niebieskim zaznaczono sekwencje
pochodzace ze starterow (podkreslono sekwencje komplementarne do matrycy),
kolorem zielonym 19 nukleotydowy fragment eksonu 4.

6.3.3.4. Amplifikacja DNA eksonu 4 genu bagl — reakcja PCR 3

W wyniku reakcji PCR 3 otrzymano produkt wielkosci 243 pz (Rys. 33 i
34), zawierajacy DNA eksonu 4 genu kodujgcego C-koncowy fragment biatka
antygenowego BAGl1 T. gondi. Dzieki zastosowaniu odpowiednio
zaprojektowanych starterow reakcji PCR (GeneBank Accession No. Z48750) do
otrzymanego produktu na koniec 5’ wprowadzono 18 nukleotydowy fragment
eksonu 3 genu bagl, a na koniec 3' sekwencje rozpoznania dla enzymu
restrykcyjnego Hindlll. Otrzymane DNA izolowano i oczyszczono z mieszaniny
reakcyjnej [Metody 5.3.2, 5.3.3], przechowywano w temperaturze —20°C do
dalszych doswiadczen.
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Sciezki:

301 pz M — marker wielkosci M1 (DNA Gdansk Il
404 pz s.c.)
331 pz 1 — produkt reakcji PCR 3 (ekson 4 genu
242 pz bagl) wiel_koéci 243 pz

2 — kontrola ujemna
190 pz
147 pz

111 pz

Rys. 33. Rozdziat elektroforetyczny DNA produktu reakcji PCR 3 (ekson 4 genu
bagl) w 2% Zelu agarozowym.

1 gg agagaagacc tcgaaagaag cggagaaagt
51 ggacgat ggc aaaacaaaga acattttgac tgagcgagtg tccggttatt
101 ttgcgcgecg gttccagetc ccgagtaatt acaagcccga cggaat cagt
151 gcggcaat gg 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 bagl. Kolorem niebieskim zaznaczono sekwencje
pochodzace ze starterow (podkreslono sekwencje komplementarne do matrycy),
kolorem jasnoniebieskim 18 nukleotydowy fragment eksonu 4.

6.3.3.5. Amplifikacja fragmentu DNA genu bagl (pofaczenie eksonu 3 i 4) —
reakcja PCR 4

W wyniku reakcji PCR 4 (majacej na celu potaczenie dwdch fragmentdw
genu — eksonu 3 i 4), przeprowadzonej z wykorzystaniem produktow PCR 2 i
PCR 3 jako matrycy, otrzymano produkt wielkosci 437 pz (Rys. 35 i 36),
zawierajagcy DNA genu bagl (ekson 3 + ekson 4). Dzieki odpowiednio
zaprojektowanym starterom do otrzymanego produktu zostata wprowadzona
sekwencja rozpoznania dla enzymu restrykcyjnego Hindlll na koniec 3'.
Otrzymane DNA izolowano i oczyszczono z mieszaniny reakcyjnej [Metody
5.3.2, 5.3.3] oraz przechowywano w temperaturze —-20°C do dalszych

doswiadczen.
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Sciezki:
M — marker wielkoéci GeneRuler™
100bp (Fermentas)
1, 2, 3 — produkt reakcji PCR 4 (ekson 3
+ ekson 4 genu bag1l) wielkosci

1
51
101
151
201
251
301
351
401

437 pz

4 — kontrola ujemna

Rys. 35. Rozdziat elektroforetyczny DNA produktow reakcji PCR 4 (ekson 3 i
ekson 4 genu bagl) w 2% zelu agarozowym.

ttttggggtg

gagt cggt ct

taatcccatc

gacgat at gt

ggccct cacc
t cgacgt gga
ttgccaggtc
catcgttatc
at ggcaaaac
cgccggttcc
aat ggacaac
gcgcaaagca

gcaaacgaaa
gt t cgacagc
tt cagaaaga
aaaggagaga
aaagaacatt
agct cccgag
ggcgttctac
acaaat cagc

t gat ggagga
aaaaagaagg
t gacgt aacc
agacct cgaa
tt gact gagc
t aatt acaag
gt gt cacgat
gt gaagaagc

cat cacgt gg
aaat gatt at
at agaagt cg
agaagcggag
gagt gt ccgg
cccgacggaa
caaggt cgag
ttcagcgg

t gt t cgagac
agacccagag
tttggctgac
acaacggagc
aaagt ggacg
ttattttgcg
t cagt gcggce
gat t cagggg

Rys. 36. Sekwencja DNA produktu PCR 4 (ekson 3 + ekson 4). Kolorem
niebieskim zaznaczono sekwencje pochodzace ze starteréw (podkreslono sekwencje
komplementarne do matrycy).

6.3.3.6. Schemat klonowania genu bagl

Klonowanie genu kodujgcego biatko antygenowe BAG1 T. gondii do
wektora ekspresyjnego pUETL1 przeprowadzono w trzech etapach (Rys. 37). W
pierwszym etapie wykonano klonowanie DNA produktu PCR 1 (ekson 1i 2) do
DNA wektora pUC19 w miejsca EcoRI i Smal (etap 1). Dzieki temu, iz w
produkcie PCR 1 na koncu 3’ zamieniono nukleotyd G na C, mozliwe byto
odtworzenie miejsca rozpoznania dla enzymu

restrykcyjnego Smal w

powstalym plazmidzie rekombinantowym pUC19/BAGlexlex2. Zamiana

nukleotydéw nie spowodowata zmiany sekwencji aminokwasowej w biatku
antygenowym BAG1, poniewaz zaréwno tréjka CCG jak i CCC kodujg ten sam
aminokwas (proling). Odtworzenie miejsca Smal umozliwito wykonanie
klonowania drugiego fragmentu genu bagl (produkt PCR 4 — ekson 3 i 4) do
DNA plazmidu pUC19/BAGlexlex2 w miejsca Smal i Hindlll. W wyniku
przeprowadzonego  klonowania  uzyskano

plazmid rekombinantowy
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(pUC19/BAG1) zawierajacy caty gen kodujgcy biatko bradyzoitow BAG1 (etap
2). Nastepnie potaczone eksony przeklonowano z wykorzystaniem
odpowiednich enzymdw restrykcyjnych (Bglll i Hindlll) do DNA wektora pUET1
(etap 3).

ETAP 1

Produkt PCR 1

puUC19 EcoRI
2686 pz \ ex2
MCS

/
ECORI gmal

EcoRI/ Smal

pUC19/exlex2
2943 pz

Produkt PCR 4
Hindlll

/

=?

ETAP 2

Smal / Hindlll

Smal
ma pUC19/BAG1
CCT CCC CCC GGG 3080 pz
Pro Pro Pro

ETAP 3 < pUC19/BAG1 >
3080 pz
l Bglll / Hindlll
< pum>
2856 pz —
MCS bagl (694 pz)

Bgﬂl Hi}dlll

Klonowanie do wektora
ekspresyjnego pUET1 w miegjsca
restrykcyjne Bglll i Hindlll DNA
genu bagl.

< pUET1/BAG1 >
3465 pz

Rys. 37. Schemat klonowania genu bag1l.
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6.3.3.7. Konstrukcja plazmidu rekombinantowego pUC19/BAGlexlex2

Celem tego etapu byto otrzymanie DNA plazmidu rekombinantowego
pUC19/BAG1lexlex2 zawierajgcego fragment genu bagl (ekson 1 i ekson 2),
kodujgcego N-kohcowg czes¢ biatka cytoplazmatycznego bradyzoitow T.
gondii.

Przygotowanie insertu

Produkt PCR 1 o wielkosci 279 pz poddano reakcji trawienia enzymem
restrykcyjnym EcoRIl w odpowiednim buforze [Materiaty 4.5]. Po reakcji DNA
insertu oczyszczono z mieszaniny reakcyjnej [Metody 5.3.2] i zawieszono w
buforze TE [Materiaty 4.10]. W rezultacie otrzymano czgsteczki DNA
zawierajgce 5’ ,lepkie” i 3’ ,tepe” konce.

Przygotowanie wektora

DNA wektora pUC19 trawiono restryktazami EcoRI i Smal. Trawienie
DNA wektora odbywato sie sekwencyjnie ze wzgledu na r6zne wymagania
buforowe i temperaturowe zastosowanych enzyméw restrykcyjnych. Po
pierwszym etapie trawienia enzymem Smal DNA oczyszczono, a wydajnosc
trawienia sprawdzono elektroforetycznie (plazmid w formie liniowej). Nastepnie
oczyszczone DNA trawiono enzymem EcoRI w buforze odpowiednim dla tego
enzymu i po uptywie jednej godziny ponownie oczyszczono DNA i zawieszono
w buforze TE [Materiaty 4.10; Metody 5.3.2].

Reakcja ligacii

Liniowe czgsteczki DNA insertu i wektora trawione odpowiednimi
enzymami restrykcyjnymi poddane zostaty reakcji ligacji w ukfadzie na ,lepko-
tepo” [Metody 5.3.5].

Transformacja komodrek kompetentnych E. coli TOP10F’ DNA mieszaniny
ligacyjnej

Komérki kompetentne szczepu E. coli TOP10F' transformowano DNA

mieszaniny ligacyjnej [Metody 5.5]. Dodatkowo wykonano kontrole czystosci
komoérek kompetentnych na podtozu LA z ampicyling, tetracykling, IPTG i X-
Gal.

Izolacja plazmidéw z uzyskanych klonéw

W wyniku transformacji komérek kompetentnych E. coli TOP10F
mieszaning ligacyjng na ptytkach Petriego z podtozem LA zawierajgcym
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ampicyling, tetracykling, IPTG oraz X-Gal otrzymano biate i niebieskie kolonie.
Ptytka kontrolna z wysianymi komorkami kompetentnymi nie byta zakazona
materiatem biologicznym wykazujacym opornosc¢ na ampicyline. Biate kolonie z
ptytek po transformacji przesiano na nowe ptytki LA z tymi samymi
antybiotykami, IPTG oraz X-Gal. Nastepnie tylko kolonie, ktére wyrosty jako
biate zaszczepiono na pozywke 2YT zawierajgcg antybiotyki (ampicyline,
tetracykline) i hodowano przez 18 godzin w wytrzasarce, w temperaturze 37°C.
Nastepnie wykonano izolacje plazmidowego DNA [Metody 5.3.1]. Selekcje
rekombinantow przeprowadzono na podstawie oszacowania wielkosci DNA
plazmidow rekombinantowych pUC19/BAGlexlex2 (2943 pz) migrujacych w
1% zelu agarozowym, w obecnosci DNA wektora pUC19 (2686 pz). Plazmidy
rekombinantowe, ktore zawierajg ekson 1 i 2 genu bagl, charakteryzujg sie

wolniejszg migracjg w zelu.

Analiza restrykcyjna DNA plazmidéw rekombinantowych pUC19/BAGlexlex?2

DNA plazmidéw rekombinantowych pUC19/BAGlexlex2 wytypowanych
na podstawie réznicy w wielkosci w stosunku do DNA wektora pUC19 poddano
analizie restrykcyjnej. Przeprowadzono reakcje trawienia enzymami
restrykcyjnymi: Xbal, Pvull i Hinfl. Wielkosci produktow reakcji oszacowano z
wykorzystaniem programu komputerowego Clone 3.1 [Metody 5.12]. Wyniki
trawienia obserwowano w 1% zelu agarozowym po przeprowadzonej
elektroforezie (Rys. 38). Zastosowanie analizy restrykcyjnej potwierdzito

istnienie klonu zawierajgcego plazmid rekombinantowy pUC19/BAGlexlex2.

M 1 2 3 4 5 6

2000 pz

1000 pz

500 pz
250 pz

Rys. 38. Rozdziat elektroforetyczny DNA wektora pUC19 i DNA plazmidu
rekombinantowego pUC19/BAGlexlex2 trawionych enzymami restrykcyjnymi: Pvull,
Hinfl i Xbal w 1% Zzelu agarozowym.
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Sciezki:
M — marker wielkosci GeneRuler™ 1kp DNA (Fermentas)
1 — DNA wektora pUC19 trawionego enzymem restrykcyjnym Pvull (322 pz, 2364 pz)
2 — DNA plazmidu rekombinantowego pUC19/BAG1lexlex2 trawionego enzymem
restrykcyjnym Pvull (579 pz, 2364 pz)
3 — DNA wektora pUC19 trawionego enzymem restrykcyjnym Xbal (2686 pz)
4 — DNA plazmidu rekombinantowego pUC19/BAGlexlex2 trawionego enzymem
restrykcyjnym Xbal (2943 pz)
5 — DNA wektora pUC19 trawionego enzymem restrykcyjnym Hinfl (65 pz, 75 pz, 214
pz, 369 pz, 517 pz, 1419 pz)
6 — DNA plazmidu rekombinantowego pUC19/BAG1lexlex2 trawionego enzymem
restrykcyjnym Hinfl (65 pz, 75 pz, 214 pz, 369 pz, 517 pz, 1570 pz)

Przeprowadzona analiza restrykcyjna  potwierdzita poprawnosé
skonstruowanego plazmidu rekombinantowego pUC19/BAGlexlex2,
zawierajagcego DNA kodujgce N-koncowg czesc¢ biatka cytoplazmatycznego
BAG1 T. gondii.

6.3.3.8. Konstrukcja plazmidu rekombinantowego pUC19/BAG1

Celem tego etapu byto otrzymanie DNA plazmidu rekombinantowego
pUC19/BAGL1 zawierajgcego caty gen bagl (ekson 1, ekson 2, ekson 3 i ekson
4), kodujacy cytoplazmatyczne biatko antygenowe BAG1 T. gondii. Plazmid ten
otrzymano przez doklonowanie do fragmentu genu bagl (obejmujgcego 1 i 2
ekson) dwoch pozostatych eksonéw (3 i 4) dzieki zastosowaniu odpowiednich

enzymow restrykcyjnych.

Przygotowanie insertu

Produkt PCR 4 (ekson 31 4) o wielkosci 437 pz poddano reakcji trawienia
enzymem restrykcyjnym Hindlll w odpowiednim buforze [Materiaty 4.5]. Po
reakcji DNA insertu oczyszczono z mieszaniny reakcyjnej [Metody 5.3.2] i
zawieszono w buforze TE [Materiaty 4.10]. W rezultacie otrzymano czagsteczki
DNA zawierajgce 5’ ,tepe” i 3’ ,lepkie” konce.

Przygotowanie wektora

DNA plazmidu rekombinantowego pUC19/BAGlexlex2 trawiono
restryktazami Smal i Hindlll. Trawienie DNA wektora odbywato sie
sekwencyjnie ze wzgledu na rézne wymagania buforowe i temperaturowe
zastosowanych enzyméw restrykcyjnych. Po pierwszym etapie trawienia
enzymem Smal DNA oczyszczono, a wydajnosé trawienia sprawdzono

elektroforetycznie (plazmid w formie liniowej). Nastepnie oczyszczone DNA
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trawiono enzymem Hindlll w buforze odpowiednim dla tego enzymu. Uzyskane

DNA oczyszczono i zawieszono w buforze TE [Materiaty 4.10; Metody 5.3.2].

Reakcja ligacii

Liniowe czasteczki DNA insertu i plazmidu rekombinantowego
(PUC19/BAGlexlex2) trawione odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi
poddane zostaty reakciji ligacji w uktadzie na ,lepko-tepo” [Metody 5.3.5].
Transformacja komorek kompetentnych E. coli TOP10F’ DNA mieszaniny
ligacyjnej

Komérki kompetentne szczepu E. coli TOP10F' transformowano DNA

mieszaniny ligacyjnej [Metody 5.5]. Dodatkowo wykonano kontrole czystosci
komoérek kompetentnych na podtozu LA z ampicyling i tetracykling.

Izolacja plazmidéw z uzyskanych klonéw

Izolacje plazmidowego DNA wykonano w analogiczny sposob jak w
punkcie 6.3.2.2. Selekcje rekombinantow przeprowadzono na podstawie
oszacowania wielkosci DNA plazmidow rekombinantowych pUC19/BAG1 (3337
pz) migrujacych w 1% zelu agarozowym, w obecnosci DNA plazmidu
pUC19/BAGlexlex2 (2943 pz). Plazmidy rekombinantowe, ktore zawierajg caty
gen bagl (ekson 1, 2, 3, 4), charakteryzujg sie wolniejszg migracjg w zelu.

Analiza restrykcyjna DNA plazmidéw rekombinantowych pUC19/BAG1

DNA plazmidéw rekombinantowych pUC19/BAG1l wytypowanych na
podstawie réznicy w wielkosci w stosunku do DNA plazmidu
pUC19/BAG1lexlex2 poddano analizie restrykcyjnej. Przeprowadzono reakcje
trawienia enzymami restrykcyjnymi: Pvull i Bglll. Wielkosci produktow reakcji
oszacowano z wykorzystaniem programu komputerowego Clone 3.1 [Metody
5.12]. Wyniki trawienia obserwowano w 1,7% zelu agarozowym po

przeprowadzonej elektroforezie (Rys. 39).

114



M1 23456 738

3000 pz
2000 pz

500 pz

Rys. 39. Rozdziat elektroforetyczny DNA plazmidu pUC19/BAG1lexlex2 i DNA
plazmidéw rekombinantowych pUC19/BAG1 trawionych enzymami restrykcyjnymi:
Pvull, Bglll w 1,7% zelu agarozowym.

Sciezki:
M — marker wielkosci GeneRuler™ 100kb DNA Plus (Fermentas)
1 — DNA plazmidu pUC19/BAG1ex1ex2 trawionego enzymem restrykcyjnym Pvull (579
pz, 2364 pz)
2-4 — DNA plazmidu rekombinantowego pUC19/BAG1 trawionego enzymem
restrykcyjnym Pvull (973 pz, 2364 pz)
5 — DNA plazmidu pUC19/BAGlexlex2 trawionego enzymem restrykcyjnym Bglll
(2943 pz2)
6-8 — DNA plazmidu rekombinantowego pUC19/BAG1 trawionego enzymem
restrykcyjnym Bglll (3337 pz)

Przeprowadzona analiza restrykcyjna  potwierdzita  poprawnoscé
skonstruowanego plazmidu rekombinantowego pUC19/BAG1, zawierajgcego

DNA kodujace biatko cytoplazmatyczne BAG1 T. gondii.

6.3.3.9. Konstrukcja plazmidu rekombinantowego pUET1/BAG1
Celem tego etapu byto otrzymanie DNA rekombinantowego plazmidu
ekspresyjnego pUET1/BAG1 zawierajgcego caty gen bagl (ekson 1, 2, 3, 4),

kodujacy cytoplazmatyczne biatko antygenowe T. gondii.

Przygotowanie insertu

DNA genu bagl (694 pz) zostato otrzymane w wyniku trawienia DNA
plazmidu rekombinantowego pUC19/BAG1l enzymami restrykcyjnymi Bglll i
Hindlll w odpowiednich buforach [Materiaty 4.5]. Trawienie prowadzono
sekwencyjnie. Po reakcji DNA insertu oczyszczano z mieszaniny reakcyjnej
[Metody 5.3.2] i zawieszano w buforze TE [Materiaty 4.10]. W rezultacie
otrzymano czgsteczki DNA insertu zawierajgce 5’ i 3’ ,lepkie” konhce.
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Przygotowanie wektora

DNA wektora pUET1 trawiono sekwencyjnie restryktazami Bglll i Hindlll
w odpowiednich buforach [Materiaty 4.5]. Po reakcji DNA oczyszczano i
zawieszano w buforze TE [Materialy 4.10; Metody 5.3.2]. W rezultacie

otrzymano czgsteczki DNA wektora zawierajgce 5’ i 3’ ,lepkie” konce.

Reakcja ligaciji

Liniowe czgsteczki DNA insertu i wektora trawione odpowiednimi

enzymami restrykcyjnymi poddane zostaty reakcji ligacji [Metody 5.3.5].

Transformacja komorek kompetentnych E. coli TOP10F' DNA mieszaniny
ligacyjnej i izolacja plazmidéw z uzyskanych klonéw

W tym etapie postepowano alogicznie jak w punkcie 6.3.2.2. Selekcje
rekombinantow przeprowadzono na podstawie oszacowania wielkosci DNA
plazmidéw rekombinantowych pUET1/BAGL1 (3465 pz) migrujacych w 1% zelu
agarozowym, w obecnosci DNA wektora pUET1 (2856 pz). Plazmidy
rekombinantowe, ktore zawierajg gen bagl, charakteryzujg sie wolniejszg

migracjg w zelu.

Analiza restrykcyjna DNA plazmidéw rekombinantowych pUET1/BAG1

DNA plazmidow rekombinantowych pUET1/BAG1 wytypowanych na
podstawie réznicy w wielkosci w stosunku do DNA wektora pUET1 poddano
analizie restrykcyjnej. Przeprowadzono reakcje trawienia enzymami
restrykcyjnymi: Ndel, Xbal i Hinfl. Wielkosci produktéw reakcji oszacowano z
wykorzystaniem programu komputerowego Clone 3.1 [Metody 5.10]. Wyniki
trawienia obserwowano w 1% zelu agarozowym po przeprowadzonej
elektroforezie (Rys. 40). Zastosowanie analizy restrykcyjnej potwierdzito
istnienie dwdch klondéw zawierajgcych plazmid rekombinantowy pUET1/BAGL.

116



M123456789

3000 pz
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Rys. 40. Rozdziat elektroforetyczny DNA wektora pUET1 i DNA plazmidow

rekombinantowych pUET1/BAG1 trawionych enzymami restrykcyjnymi: Ndel, Xbal i
Hinfl w 1% zelu agarozowym.

Sciezki:
M — marker wielkosci GeneRuler™ 1kp DNA (Fermentas)
1 — DNA wektora pUET1 trawionego enzymem restrykcyjnym Hinfl (61 pz, 65 pz, 75 pz,
369 pz, 517 pz, 1742 pz)
2/3 — DNA plazmidu rekombinantowego pUET1/BAGL1 trawionego enzymem
restrykcyjnym Hinfl (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 Xbal (2856 pz)
5/6 — DNA plazmidu rekombinantowego pUET1/BAGL1 trawionego enzymem restrykcyjnym
Xbal (3465 pz)

7 — DNA wektora pUET1 trawionego enzymem restrykcyjnym Ndel (487 pz, 2369 pz)

8/9 — DNA plazmidu rekombinantowego pUET1/BAGL1 trawionego enzymem restrykcyjnym
Ndel (1069 pz, 2369 pz)

Otrzymano DNA plazmidu rekombinantowego pUET1/BAG1 o wielkosci
3465 pz zawierajgcego caty gen bagl, kodujacy biatko cytoplazmatyczne formy
rozwojowej bradyzoitu T. gondii.

Otrzymany plazmid ekspresyjny pUET1/BAG1l pozwala na uzyskanie
biatka fuzyjnego BAG1, zbudowanego z 278 reszt aminokwasowych,
posiadajgcego dwie szesciohistydynowe domeny fuzyjne (na N- i C-koncu
biatka) i domene S-Tag (Rys. 41). Wyznaczona masa czgsteczkowa biatka
rekombinantowego BAG1, z wykorzystaniem programu komputerowego

Antheprot [Metody 5.11] wynosi 30,6 kDa, natomiast punkt izoelektryczny jest
réwny 6,455.
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S-Tag
1 WHHHHHHSSG LVPRGSGI\*KE TAAAKFERQH NMDSPDLVAPS ASHPPGACPP
51 GCTKHPATAT Al SPSGVCPM RAFHPAGPHS HFSCYDDLRN RLSHDKNVRP
101 VASQQLDYLD EVSPFALAYY PPPFWGEGVGE. NPI DDMLFET ALTANEMVED
151 | TWRPRVDVE FDSKKKEM | LADLPG.QKD DVTI EVDNGA 1 VI K
201
251 KLAAA LEHHHHHH

Rys. 41. Sekwencja aminokwasowa biatka BAG1. Kolorem czarnym oznaczono
sekwencje pochodzace z wektora pUETL, fioletowym — fragment kodowany przez
ekson 1 genu bagl, czerwonym — fragment kodowany przez ekson 2 genu bagl,
niebieskim — fragment kodowany przez ekson 3 genu bagl, zielonym — fragment
kodowany przez ekson 4 genu bagl.

6.3.4. Klonowanie DNA pozostatych genow do DNA wektora pUET1

W wyniku przeprowadzonych reakcji amplifikacji otrzymano produkty
PCR zawierajgce geny lub ich fragmenty kodujace poszczegdlne biatka
antygenowe pasozyta (Tab. 12). Dzieki odpowiednio zaprojektowanym
starterom reakcji PCR do powstatych produktéw zostaty wprowadzone: 1)
sekwencje rozpoznania dla odpowiednich enzymdw restrykcyjnych na konce 5’ i
3" (lub w niektérych przypadkach tylko na jeden koniec), co umozliwito
efektywne klonowanie do wektora docelowego lub/i 2) sekwencje umozliwiajgce
taczenie eksondw [Materiaty 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 doswiadczen.

Uzyskane produkty PCR klonowano do DNA wektora ekspresyjnego
PUETL1. Proste klonowania (opisane w punkcie 6.3.2 przy klonowaniu genu
mic3), przeprowadzono dla nastepujgcych fragmentéw gendw: sag4, bsr4,
eksonu 2 gra2, gra4, gra5, eksonu 2 micl, ropl i magl. Pozostate klonowania
(genu graz, gra9, micl, bagl) wymagaty przeprowadzenia dodatkowego etapu
majgcego na celu potaczenie dwéch eksondw. Do ztozenia genu gra2
wykorzystano reakcje amplifikacji, w ktérej jako matryce zastosowano dwa
produkty PCR (gra2exl i gra2ex2) posiadajace fragmenty komplementarne, co
umozliwito potaczenie dwoch eksonéw (Rys. 42). W analogiczny sposob
potaczono ekson 1 i 2 genu gra9, oraz ekson 3 i 4 genu micl. Tak uzyskane
DNA produktow PCR, z wykorzystaniem odpowiednich enzymoéw
resktykcyjnych, klonowano do DNA wektora pUET1. Plazmid rekombinantowy

zawierajacy caty gen micl (bez fragmentu kodujgcego N-koncowg sekwecje
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sygnalng) otrzymano przez doklonowanie do plazmidu rekombinantowego
zawierajgcego ekson 2 genu micl (pUET1/MIC1ex2) fragmentu DNA (ekson 3 i
4) wycietego z plazmidu rekombinantowego pUET1/MICex3ex4.

Tab. 12. Uzyskane produkty PCR.

RODZINA ANTYGEN PRODUKT PCR WIELKOSC | GeneBank
ANTYGENOW (reszty nukleotydowe) PRODUKTU | Accession
PCR No.
SAG4 fragment genu sag4 402 pz AF340224
Antygeny (76 — 450)
powierzchniowe BSR4 fragment genu bsr4 996 pz AF394603
(97 —1048)
ekson 1 genu gra2 113 pz
(802 — 882)
GRA2 ekson 2 genu gra2 435 pz M99392
Antygeny (1128 — 1532)
granul o duzej ekson 1i 2 genu gra2 (802 510 pz
gestosci — 8821128 — 1532)
GRA4 fragment genu gra4 774 pz M76432
(61 -837)
GRA5 fragment genu gra5 309 pz LO6091
(78 — 261)
ekson 1 genu gra9 383 pz
(2149 — 2498)
GRA9 ekson 2 genu gra9 573 pz AY371455
(3116 — 3659)
ekson 1i 2 genu gra9 918 pz
(2149 — 2498 3116 — 3659)
ekson 2 genu micl 498 pz
(536 — 1009)
MIC1 ekson 3 genu micl 107 pz
Antygeny (1401 — 1478) 771786
mikronem ekson 4 genu micl 771 pz
(1741 — 2484)
ekson 3 i 4 genu micl 846 pz
(1401 — 1478111741 — 2484)
MIC3 fragment genu mic3 903 pz AJ132530
(894 —-1772)
Antygen roptrii ROP1 fragment genu ropl 957 pz M71274
(453 - 1122)
ekson 1i 2 genu bagl 279 pz
(555-76111314 —1367)
BAGI ekson 3 genu bagl 232 pz
Inne antygeny (1593 — 1805) 748750
ekson 4 genu bagl 243 pz
(2243 — 2458)
ekson 3 i 4 genu bagl 437 pz
(1593 — 1805 i 2243 — 2458)
MAG1 fragment genu magl 543 pz AF251813
(590 - 599 710 — 1277)
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o
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Rys. 42. Schemat reakcji PCR — potaczenie eksonu 1 i 2 genu gra2.

Otrzymane ekspresyjne plazmidy rekombinantowe zebrano w tabeli 13.
DNA uzyskanych plazmidéw poddano analizie restrykcyjnej z zastosowaniem
odpowiednio dobranych enzyméw oraz sekwencjonowano potwierdzajgc
poprawnos$¢ otrzymanych konstruktow [Metody 5.4]. Przyktadowa sekwencje
nukleotydowg i aminokwasowg rejonu startu dla transkrypciji i translacji jednego
z uzyskanych biatek fuzyjnych (MAG1l) w otrzymanym plazmidzie
rekombinantowym pUET1/MAGL1 przestawiono ponizej (Rys. 43).

B - operator lacI rh=

TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCOCTCTAGARATAN GTTTAACTTTAAGAAGGAGA

His+Tag 5+Taqg
TATACATATG CACCATCATCATCATCATTCTTCTGETCTGATGCCACGCGOETICTOGTATGASAGARACCGCT GO TG CTARATTCGAACGE
Met His His His His His His Ser Ser Gly Leu Yal Pro Arg Gly Ser Gly Met Lys Glu Thr Ala Ala Ala Lys PheGlu Arg
BglII

CAGCACATGBACAGC CCAGATCTGAGCCAMMGGETGCCAGAGCTACTAGAA
Gln His Met Asp Ser Pro Asp Leu Ser Gin Arg Wal Pro Glu Lew Pro Glu

3 His+Tagqg
HindIII
----------------------------- GAGGAAGTTGCCGAGGGAGAGAAGCTTGL GG GCACTCGAGCACCACCAC CACCACZ CACTGAGATC CGGCTGCTAS
Glu Glu Val Ala Glu Glu Glu Lys Leu Ala Ala Ala Leu Glu His His His His His His stop

Rys. 43. Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa w plazmidzie
rekombinantowym pUET1/MAG1l w rejonie insercji genu magl (kolorem niebieskim
zaznaczono fragment sekwencji nukleotydowej genu magl i sekwencji aminokwasowej
biatka MAG1).
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Tab. 13. Otrzymane plazmidy rekombinantowe.

Lp. NAZWA PLAZMIDU WIELKOSC INSERT NAZWA
REKOMBINANTOWEGO | PLAZMIDU ANTYGENU
(reszty aminokwasowe)
1 | pUET1/SAG4 3156 pz fragment genu antygen powierzchniowy — SAG4
sag4 bez sekwencji sygnalnej i domeny
transmembranowej (26 — 150)
2 | pUET1/BSR4 3750 pz fragment genu antygen powierzchniowy — BSR4
bsra bez sekwencji sygnalnej i domen
transmembranowych na Ni C-
koncu (33 — 356)
3 | pUET1/GRA2 3264 pz fragment genu antygen granul o duzej gestosci —
gra2 GRAZ2 bez sekwencji sygnalnej (24
— 185)
4 | pUET1/GRA2ex2 3279 pz ekson 2 genu gra2 | fragment C-koncowy antygenu
granul o duzej gestosci — GRA2 (51
—185)
5 | pUET1/GRA4 3528 pz fragment genu antygen granul o duzej gestosci —
grad GRA4 bez sekwencji sygnalnej (20
—279)
6 | pUET1/GRA5S 3063 pz fragment genu antygen granul o duzej gestosci —
grab GRAG5 bez sekwencji sygnalnej (26
—94)
7 | pPUET1/GRA9 3672 pz gen gra9 antygen granul o duzej gestosci —
GRA9 (21 — 328)
8 | pUET1/ROP1 3714 pz fragment genu antygen roptrii — ROP1 bez
ropl sekwencji sygnalnej (85 — 396)
9 | pUET1/MIC1ex2 3285 pz ekson 2 genu micl | fragment N-kofncowy antygenu
mikronem — MIC1 bez sekwencji
sygnalnej (25 — 182)
10 | pUET1/MIClex34 3654 pz ekson 3i4 genu fragment C-koricowy antygenu
micl mikronem — MIC1 (183 — 456)
11 | pUET1/MIC1 4083 pz ekson 2,3i4 antygen mikronem — MIC1 bez
genu micl sekwencji sygnalnej (25 — 456)
12 | pUET1/MIC3 3657 pz fragment genu fragment antygenu mikronem —
mic3 MIC3 bez sekwencji sygnalnej (67
— 359)
13 | pUET1/BAG1 3465 pz gen bagl antygen bradyzoitow — BAG1 (1 —
229)
14 | pUET1/MAG1 3297 pz fragment genu fragment antygenu macierzy cyst

magl

tkankowych — MAG1 (30 — 222)

Ponadto, otrzymano dwa ekspresyjne plazmidy rekombinantowe pET-
32a/MIC3 (6718 pz) i pET-32a/GRAS (6124 pz) zawierajace fragmenty gendw
kodujacych biatko antygenowe mikronem (MIC3) oraz antygen granul o duzej

gestosci (GRAS). Zastosowanie wektora pET-32 pozwolito uzyskac¢ biatka

fuzyjne zawierajgce na N-koncu dodatkowo domene tioredoksynowg (Trx)

poprawiajgcg ich rozpuszczalnosé. Przyktadowg sekwencje nukleotydowg i

aminokwasowg rejonu startu dla transkrypciji i translacji biatka fuzyjnego GRA5

w otrzymanym plazmidzie rekombinantowym pET-32a/GRA5 przestawiono na

rysunku 44.
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promotor T7 operator lacI rhs

-
-

TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTUTAGAAATAN GTTTAACTTTAAGAAGGAGA

Trx+*Tag His+Tag

TATACATATGAGG. 318bp CTGGCCGGTTCTGGETTCTEEOCATATGCACCAT CATCATCATCATTCTTCTEGTCTGGTECCACGCGGTTCT
Met Ser ..10%aa..Leu Ala Gly Ser Gly Ser Gly His Met His His His His His His Ser Ser Gly Leu wal Pro Arg Gly Ser

S+Tag BglII

GOTATGAMGAAACCGCTGOTG CTAMMTTCGAAC GLCAGCACAT G GACAGCCCAGATC TG GETTCAM G GTGACGTAGGET CA e
Gly Met Lys Glu Thr Ala Ala Ala Lys PheGlu Arg Gln His hMet Asp Ser Pro Asp Leu Gly Ser Thr Arg Asp Val Gly Ser

HindIII L R
----------------------------- GAGGAAGTTGCCGAGGGAGAGAAGCTTGLGGCCOCACTCGAGCAC CACCACCAC CACCACTGAGATC CGGLTGOTAA
Glu Glu val Ala Glu Glu Glu Lys Leu Ala Ala Ala Leu Glu His His His His His His stop

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 aminokwasowe]
biatka GRAS).

6.3.5. Optymalizacja ekspresji genow kodujacych poszczegélne biatka
antygenowe T. gondii

Optymalizacje ekspresji genéw kodujacych rekombinantowe biatka
pasozyta prowadzono dobierajac odpowiedni szczep E. coli oraz zmieniajgc
parametry takie jak temperatura i napowietrzanie hodowli, wartoS¢ ODggp W
momencie indukcji i prowadzono wedtug procedury opisanej w punkcie 5.7.

Ponizej przedstawiono przyktadowe rozdziaty elektroforetyczne w 12%
zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) préobek catkowitych lizatow zebranych
podczas optymalizacji warunkéw ekspresji genu kodujgcego antygen GRA2ex2
(Rys. 45), GRA9 (Rys. 46) i BSR4 (Rys. 47) T. gondii.

M 123456 7809
:‘" : -~ e ]

GRA2

Rys. 45. Rozdziat elektroforetyczny biatek zawartych w lizatach komorek E. coli
BL21(DE3)pLysS zawierajacych wektor pUET1 Ilub plazmid rekombinantowy
PUET1/GRA2ex2 w 12% zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE).
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Sciezki:
M — marker wielkosci (Sigma)
1 — 10 m lizatu komorek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1 (kontrola)
2 — 10 m lizatu komorek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/GRA2ex2 pobranych przed
indukcja
3 — 10 m lizatu komoérek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/ GRA2ex2 pobranych 1 h po
indukciji
4 — 10 ni lizatu komérek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/ GRA2ex2 pobranych 2 h po
indukciji
5 —10 m lizatu komérek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/ GRA2ex2 pobranych 3 h po
indukciji
6 — 10 m lizatu komorek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/ GRA2ex2 pobranych 5 h po
indukciji
7 — 10 m lizatu komoérek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/ GRA2ex2 pobranych 6 h po
indukciji
8 — 10 m lizatu komoérek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/ GRA2ex2 pobranych 8 h po
indukciji
9 — 10 m lizatu komorek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/ GRA2ex2 pobranych 18 h
po indukcji

M1 2 3 4 56

GRA9

Rys. 46. Rozdziat elektroforetyczny biatek zawartych w lizatach komérek E. coli
BL21(DE3)pLysS =zawierajgcych wektor pUET1 Ilub plazmid rekombinantowy
PUET1/GRA9 w 12% zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE).

Sciezki:

M — marker wielkosci (Sigma)

1 — 10 m lizatu komorek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1 (kontrola)

2 — 10 m lizatu komérek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/GRA9 pobranych
2 h po indukcji

3 — 10 m lizatu komoérek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/GRA9 pobranych
4 h po indukcji

4 — 10 ni lizatu komérek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/GRA9 pobranych
6 h po indukcji

5 —10 m lizatu komérek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/GRA9 pobranych
8 h po indukcji

6 — 10 m lizatu komérek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/GRA9 pobranych
18 h po indukcji
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BSR4

Rys. 47. Rozdziat elektroforetyczny biatek zawartych w lizatach komérek E. coli
BL21(DE3)pLysS zawierajacych wektor pUET1 Ilub plazmid rekombinantowy
pPUET1/BSR4 w 12% zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE).

Sciezki:

M — marker wielkosci (Sigma)

1 — 10 m lizatu komorek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1 (kontrola)

2 — 10 m lizatu komorek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/BSR4 pobranych
przed indukcjg

3 — 10 m lizatu komoérek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/BSR4 pobranych
1 h po indukgciji

4 — 10 ni lizatu komérek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/BSR4 pobranych
2 h po indukgiji

5 —10 m lizatu komoérek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/BSR4 pobranych
3 h po indukgiji

6 — 10 m lizatu komorek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/BSR4 pobranych
5 h po indukgiji

7 — 10 m lizatu komorek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/BSR4 pobranych
8 h po indukgiji

8 — 10 m lizatu komorek E. coli BL21(DE3)pLysS + pUET1/BSR4 pobranych
18 h po indukcji

Dla kazdego z antygenow wybrano odpowiedni szczep bakteryjny i
warunki hodowli pozwalajacej na uzyskanie mozliwie wysokiej wydajnosci
produkcji poszczegollnych biatek rekombinantowych, wyrazonej masg biatka
wyprodukowanego w okreslonej objetosci pozywki. Wyniki optymalizaciji
ekspresji badanych genéw zebrano w tabeli 14.
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Tab. 14. Wyniki koncowe optymalizacji ekspresji gendéw kodujacych
poszczegdlne biatka antygenowe T. gondii.
GEN SZCZEP TEMPERATURA ODsoo CZAS PROWADZENIA
BAKTERYJNY E. coli INDUKCJI HODOWLI PO

INDUKCJI EKSPRESJI
sag4 BL21(DE3)pLysS 30°C 0,3 3h
bsra BL21(DE3)pLysS 37°C 0,2 18 h
gra2 BL21(DE3)pLysS 37°C 0,2 5h
gra2ex2 | BL21(DE3)pLysS 37°C 0,2 6 h
gra4d BL21(DE3)pLysS 37°C 0,2 16 h
gras 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
ropl BL21(DE3)pLysS 37°C 0,3 4h
miclex2 | Rosetta(DE3)pLacl 37°C 0,3 16 h
miclex34 | BL21(DE3)pLysS 37°C 0,2 16 h
micl Rosetta(DE3)pLacl 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
magl Rosetta(DE3)pLysS 20°C 0,4 18 h
bagl BL21(DE3)pLysS 20°C 0,4 18 h

6.4. Immunoidentyfikacja rekombinantowych biatek antygenowych T.

gondii
W celu potwierdzenia obecnosci biatek rekombinantowych w lizatach
komorek poszczegdlnych szczepdéw E. coli, wykonano test Western blotting z
uzyciem przeciwciat skierowanych na domene oligohistydynowg lub na domene
S-Tag. Domena oligohistydynowa wystepuje na N- i C-koncu otrzymanych
biatek fuzyjnych, natomiast domena S-Tag wytacznie na N-koncu antygenow.
Zarowno domena S-Tag jak i domeny oligohistydynowe kodowane sg z DNA
wektora pUETL1 lub pET-32a. W kazdym doswiadczeniu przeprowadzono dwa
réwnolegte rozdziaty elektroforetyczne biatek w 12% zelu poliakrylamidowym, w
warunkach denaturujgcych [Metody 5.6.2]. Jeden Zzel poddano barwieniu
roztworem barwigcym (Rys. 48 B, D, F, H), a drugi postuzyt do transferu biatek
na btone nitrocelulozowg [Metody 5.11.1]. Po ptukaniu btone inkubowano z
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przeciwciatami anty-polihistydynowymi [ wywotywano roztworem
diaminobenzydyny (Rys. 48 A) lub inkubowano z przeciwciatami skierowanymi
na domene S-Tag i wywotywano odczynnikiem do detekcji NBT/BCIP (Rys. 48
C, E, G). Ponizej przedstawiono przyktadowe rozdziaty elektroforetyczne i testy
Western blotting uzyskane dla antygenow rekombinantowych: MAG1, MIC3,
BAG1, SAG1, GRA4 i GRAO9.

M1 2 3 M1 2 3  gen
. o — M — marker wielkosci
(Fermentas)

1 — lizat komérek E. coli
BL21(DE3)pLysS +
pUET1

2 —lizat komoérek E. coli
Rosetta(DE3)pLysS
produkujgcych biatko
rekombinantowe MAG1

3 —lizat komoérek E. coli
BL21(DE3)pLysS
produkujgcych biatko
rekombinantowe MIC3

A)

Sciezki:
M — marker wielkosci
(Fermentas)

1 - lizat komérek E. coli
BL21(DE3)pLysS +
pUET1

2/3 —lizat komérek E. coli
BL21(DE3)pLysS
produkujacych biatko
rekombinantowe BAG1

4 — lizat komorek E. coli
BL21(DE3)pLysS
produkujgcych biatko
rekombinantowe SAG1

M1234

'
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M 1 2 M 1 2 Scioski
— SCIezKI.
E) F) b M — marker wielkosci
| —— (Fermentas)
—— 1 —lizat komorek E. coli
— BL21(DE3)pLysS +
- pUET1
2 — lizat komérek E. coli
- BL21(DE3)pLysS
produkujgcych biatko
p— rekombinantowe GRA4
-~
M 123 M 1 2 3  gciesi
G) M — marker wielkosci
(Fermentas)

1 —lizat komérek E. coli
BL21(DE3)pLysS +
pUET1

2/3 — lizaty komorek E. coli
BL21(DE3)pLysS
produkujacych biatko
rekombinantowe GRA9
(pobrane 6/18 h po
indukcji)

Rys. 48. (A) Wynik testu Western blotting z uzyciem przeciwciat
skierowanych na domene oligohistydynowa. (C), (E), (G) Wynik testow Western
blotting z uzyciem przeciwciat skierowanych na domene S-Tag. (B), (D), (F), (H)
rozdziat elektroforetyczny biatek zawartych we frakcjach zebranych lizatow w 12%
zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE).

6.5. Oczyszczanie rekombinantowych biatek antygenowych T. gondii
Rekombinantowe biatka antygenowe (SAG4, BSR4, GRA2ex2, GRA2,
GRA4, GRA5, GRA9, ROP1, MIClex2, MIClex3ex4, MIC1, MIC3, BAG1 i
MAG1) posiadajgce dwie domeny szesciohistydynowe na N- i C-koncu,
oczyszczano przy uzyciu metody chromatografii metalopowinowactwa na ztozu
Ni** IDA-agaroza (His-binda Resin, Novagen) [Metody 5.8]. Otrzymany osad
komorek zawieszano w buforze A [Materiaty 4.11], przeprowadzano
dezintegracje komorek przez sonifikacje i otrzymane lizaty wirowano. Uzyskany
supernatant nanoszono na kolumne i oczyszczano z wykorzystaniem

odpowiednich buforéw zawierajacych rézne stezenia imidazolu. Czysto$é
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oczyszczonych biatek okreslono na podstawie rozdziatu elektroforetycznego
prébek pobranych podczas procesu oczyszczania. Przykiadowe rozdziaty
elektroforetyczne przedstawiono ponizej (Rys. 49 A, B, C i D).

B)M 1 2 3 45 6

C)M1 234 56

Rys. 49. Rozdziat elektroforetyczny w 12% zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE)
biatek zawartych we frakcjach uzyskanych podczas oczyszczania: (A) antygenu
rekombinantowego BAG1; (B) antygenu rekombinantowego GRAS5; (C) antygenu
rekombinantowego GRA4; (D) antygenu rekombinantowego BSR4.

Sciezki:

M — marker wielkosci (Sigma) - A, B, C oraz marker wielkosci (Fermentas) - D

1 — 10 m frakcji lizatu komérkowego przed naniesieniem na kolumne

2 — 10 m frakciji lizatu komorkowego po przejsciu przez kolumne

3 — 10 mi frakcji zebranej po pierwszym ptukaniu buforem C o0 0,5 M stezeniu imidazolu
4 — 10 ni frakcji zebranej po drugim ptukaniu buforem C o0 0,5 M stezeniu imidazolu

5 — 10 m frakcji zebranej po trzecim ptukaniu buforem C 0 0,5 M stezeniu imidazolu

6 — 10 ni frakcji zebranej po czwartym ptukaniu buforem C 0 0,5 M stezeniu imidazolu
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Tabela 15 przedstawia wyprodukowane rekombinantowe biatka
antygenowe T. gondii z podaniem wyznaczonych przy pomocy programu
komputerowego Antheprot [Metody 5.12] mas czasteczkowych i punktéw
izoelektrycznych. Na rysunku 50 przedstawiono przyktadowe sekwencje
aminokwasowe trzech otrzymanych antygendw rekombinantowych (BSR4,
GRA5, GRA9), =z zaznaczeniem wprowadzonych dwoéch domen
oligohistydynowych oraz domeny S-Tag. Wykorzystanie fuzyjnej domeny
oligohistydynowej, jednej z najmniejszych obecnie stosowanych (ok. 1 kDa),
posiada bardzo wiele zalet. Miedzy innymi pozwala na prowadzenie procesu
oczyszczania w warunkach natywnych jak i1 denaturujgcych, nie wymaga
proteolitycznego odcinania oraz pozwala uzyskac¢ biatko rekombinantowe o
czystosci powyzej 90%. Ponadto, domena oligohistydynowa nie ma wptywu na
aktywno$¢ oczyszczanego biatka, na stopien jego reaktywnosci z

przeciwciatami specyficznymi oraz nie zaburza jego struktury.

Tab. 15. Otrzymane biatka rekombinantowe.

ANTYGEN REKOMBINANTOWY
RODZINA NAZWA ilos¢ reszt masa punkt
ANTYGENU aminokwasowych | czasteczkowa | izoelektryczny
[kDa]
Antygeny SAG4 175 19,24 7,61
powierzchniowe
(SAG) BSR4 373 40,4 5,9
GRA2 211 23 9,19
Antygeny granul o
duZej gestosci GRA2ex2 216 23,49 6,91
(GRA) GRA4 299 31,87 7,22
GRAS 144 15,9 6,45
GRAS5-Trx 259 28,22 5,99
GRA9 347 38,86 5,9
Antygeny roptrii ROP1 361 39,11 6,66
(ROP)
ROP9 403 43,16 6,65
MIClex2 218 245 7,79
Antygeny mikronem MIClex3ex4 341 35,9 4,97
(MIC) MIC1 484 52 5,89
MIC3 342 36,52 6,45
MIC3-Trx 457 48,8 6,15
MAG1 222 23,81 4,94
Inne antygeny BAGL 278 30,6 6,45
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251
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351
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51
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GSAGTEVTLK
AFVWGCQATS
NPNPVEVEMS
FVElI FPKFLK
EDPKKDKESG

DVGSGGEDDSE
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TAAAKFERCH

VDSPDLLDLF

VPEDPVPEEP
MVRRL MGRGA
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DGFGPSLLGD

FGEDVWKQFGG
SPGFHFPRLR

LGESGVYLFG
SGFCGDFSKVE
ALQPKTKLEK

DEKTEGGESH
GTPKKLLI SF
GRNRTECAFA
EHHHHHH

151
201
251
301

TGTCQYVWTW APEVTAENVR
SVBKEQSSQL MSVDPQCI MT
PSPDHI KEMV KEGYLPDNAL
EGQREVELEEK PLPSDSSPVT

VI LHLQRRQV EVQYRAATRR
REVWAQKLAG WIDNTHTATA
ERVLAGDFEG FSRTQMVCLVS
SVELPRLSQE DRGLKLAAAL

Rys. 50. Sekwencja aminokwasowa biatka rekombinantowego: (A) BSR4, (B)
GRA5, (C) GRA9. Kolorem czarnym oznaczono sekwencje pochodzace z wektora
pPUET1, czerwonym — najsilniejsze determinanty antygenowe.

Z wykorzystaniem systemu Versa Doc (program Quantity One) [Metody
5.12]

oczyszczania

oszacowano densytometrycznie czysto$¢ uzyskanych podczas

metoda chromatografii preparatow
antygenowych (Tab. 16).
dla biatek BSR4 i MAG1

przedstawiono na rysunku 51. Ponadto obliczono stezenie otrzymanych

metalopowinowactwa
biatek

uzyskane

poszczegoOlnych  rekombinantowych

Przyktadowe elektroforogramy
preparatow biatkowych z wykorzystaniem odczynnika Bradford oraz
oszacowano ilos¢ kazdego z uzyskanych antygendéw rekombinantowych

oczyszczonych z 1 litra hodowli bakteryjnej (Tab. 16).
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Rys. 51. Analiza procentowa czystosci preparatu otrzymanego podczas
oczyszczania rekombinantowego biatka antygenowego: (A) BSR4, (B) MAG1.

Tab. 16. Podsumowanie procesu oczyszczania biatek rekombinantowych.

ANTYGEN REKOMBINANTOWY
NAZWA stezenie ilo$¢ biatka Czystos¢
ANTYGENU otrzymanego uzyskana z 1 litra otrzymanego

preparatu hodowli 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 %
MIClex2 0,3 mg/ml ok. 24 mg ok. 96,2%
MIClex3ex4 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%
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6.6. Produkcja pozostatych antygenéw rekombinantowych T. gondii

Do produkcji pozostatych rekombinantowych antygenéw (SAG1, SAG2,
P35, GRAl, GRA6, GRA7 i ROP9) wykorzystano plazmidy ekspresyjne
znajdujgce sie w kolekcji Katedry Mikrobiologii [Materiaty 4.2]. Warunki
ekspresji gendw kodujacych poszczegdlne biatka antygenowe zebrano w tabeli
17.

Tab. 17. Warunki ekspresji genéw kodujacych poszczegdlne biatka antygenowe
T. gondii z kolekcji Katedry Mikrobiologii.

GEN SZCZEP TEMPERATURA ODé6oo CZAS PROWADZENIA
BAKTERYJNY E. coli INDUKCJI HODOWLI PO

INDUKCJI EKSPRESJI

sagl BL21(DE3)pLysS 30°C 0,4 4 h

sag2 BL21(DE3)pLysS 37°C 0,4 3h

p35 Rosetta(DE3)pLysS 30°C 0,4 16 h

gral BL21(DE3)pLysS 30°C 0,4 4h

gra6 Rosetta(DE3)pLysS 30°C 0,4 8h

gra7 BL21(DE3)pLysS 30°C 0,4 4 h

rop9 Rosetta(DE3)pLysS 20°C 0,5 16 h

Dzieki temu, iz wyprodukowane antygeny posiadaty dwie domeny
oligohistydynowe na N- i C-kohcu, do oczyszczania wykorzystano metode
metalopowinowactwa. Oczyszczanie wykonano w analogiczny sposéb jak w
punkcie 6.5. Obliczono stezenie otrzymanych preparatdbw biatkowych z
wykorzystaniem odczynnika Bradford oraz oszacowano ilo$¢ kazdego z
uzyskanych antygenéw rekombinantowych oczyszczonych z 1 litra hodowli
bakteryjnej (Tab. 18).
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Tab. 18. Podsumowanie procesu oczyszczanie biatek antygenowych z kolekcji

Katedry Mikrobiologii.

ANTYGEN REKOMBINANTOWY

NAZWA stezenie ilos¢ biatka czystosc
ANTYGENU otrzymanego uzyskana z 1 litra otrzymanego

preparatu hodowli 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%

GRA1l 3,5 mg/ml ok. 180 mg ok. 98%

GRA®6 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 biatek

immunodiagnostyce toksoplazmozy

antygenowych w

Otrzymane preparaty  rekombinantowych antygenéw  zostaty
wykorzystane w réznych testach immunologicznych, w celu oszacowania ich
przydatnosci do konstrukcji serologicznych zestawdéw diagnostycznych do
wykrywania i réznicowania toksoplazmozy wczesnej i przewlektej. Zdolnos¢
wyprodukowanych antygenow do oddziatywania z przeciwciatami specyficznymi
anty-T. gondii (pochodzacymi z dodatnich surowic ludzkich), a tym samym ich
przydatnos¢ immunodiagnostyczng, okreslano z wykorzystaniem metody

Western blotting, testu ELISA i techniki immunochormatograficzne;.

6.7.1. Test Western blotting

Wykonano testy Western blotting z uzyciem surowic ludzkich, ktore
pobrano do pacjentéw z wczesng i p6zng toksoplazmozg [Metody 5.11.1]. W
kazdym doswiadczeniu prowadzono kilka analogicznych rozdziatéw
elektroforetycznych biatek w 12% Zzelach poliakrylamidowych, w warunkach
[Metody 5.6.2].

wykorzystywano do transferu biatek na btony nitrocelulozowe. W kolejnym

denaturujgcych Jeden Zzel barwiono, a pozostate

etapie btony umieszczano w roztworze blokujgcym, a nastepnie inkubowano z

surowicami  ludzkimi. Po wykonaniu ptukania btony inkubowano z

drugorzedowymi przeciwciatami  anty-ludzkimi IgG  wyznakowanymi
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peroksydazg chrzanowg oraz wywotywano roztworem diaminobenzydyny (Rys.

52 i 53). Ponadto przeprowadzono rozdzialy elektroforetyczne, w ktorych kilka

antygenoéw rekombinantowych o r6znych masach czgsteczkowych, rozdzielano

w jednej studzience zelu poliakrylamidowego. Nastepnie wykonywano transfer

biatek na btone nitrocelulozowg i postepowano w sposéb analogiczny — opisany

wczesniej (Rys. 54).

M1 2 3 4

A)

IgM +, 1gG + / niska awidnosé
Toksoplazmoza wczesna (ostra)

M1 2 3 4

IgM -, 1I9G > 300 IU / wysoka
awidnosé
Toksoplazmoza przewlekta

M1 2 3 4

B)

IgM +, 1gG + / wysoka awidnosc¢
Toksoplazmoza przewlekta

M1 2 3 4

IgM -, 1I9G = 48 IU / wysoka
awidnosé
Toksoplazmoza przewlekta

Rys. 52. Wyniki testbw Western blotting z uzyciem dodatnich surowic ludzkich:
(A) o niskiej awidnosci — toksoplazmoza wczesna; (B), (C), (D) o wysokiej awidnosci —

toksoplazmoza przewlekia.

Sciezki:
M — marker wielkosci (Fermentas)

preparat oczyszczonego biatka MAG1
preparat oczyszczonego biatka MIC3

preparat oczyszczonego biatka GRA9
preparat oczyszczonego biatka GRA4

~rwnN
|
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GRAZ ROP1 SAG4 MAG1 P35

A)
e

IR ETITITRE

GRAZ ROP1 SAG4 MAG1 P35

M GRA2 ROP1 SAG4 MAG1 P35 C) M

B)

Rys. 53. (A) Rozdziat elektroforetyczny wybranych biatek rekombinantowych T.
gondii w 12% zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE). Wyniki testbw Western blotting z
uzyciem surowic ludzkich: (B) o niskiej awidnosci (toksoplazmoza wczesna), (C) o

wysokiej awidnosci (toksoplazmoza przewlekta).

M 1 2 M 1 2 M 1 2
A) B)f C)
-
L = W BSR4 o
_len g GRA4| ™
- GRA2jL i [BAG1 «
SAG4 ’
L
<

IgM +, IgG = 300 1U/ml IgM -, 1gG = 40 IU/ml
Toksoplazmoza wczesna Toksoplazmoza przewlekta

Rys. 54. Wyniki testbw Western blotting z uzyciem dodatnich surowic ludzkich
pobranych od pacjentow z toksoplazmoza wczesng i przewlektg uzyskane dla 6
wybranych rekombinantowych biatek antygenowych T. gondii
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Zastosowana metoda Western blotting polegajgca na przeniesieniu
biatek rozdzielonych w Zzelu poliakrylamidowym na membrane, a nastepnie
immunodetekcji (czyli wykrywaniu okreslonego antygenu biatkowego za
pomocg swoistych przeciwcial) pozwolita wstepnie oszacowac przydatnosc
immunodiagnostyczng wyprodukowanych antygenéw pasozyta. Powstate
kompleksy antygen-przeciwciato (antytoksoplazmozowe) zostaty uwidocznione
na btonie dzieki zastosowaniu przeciwciat IlI-rzedowych (anty-ludzkich 1gG)
wyznakowanych peroksydazg chrzanowa, katalizujgcg reakcje przeniesienia
elektronéw z chromogenu (DAB — substrat dajgcy barwny produkt) na H,O..
Powstajacy produkt byt barwy brunatnej, a w przypadku zastosowania jonow
niklu (zwiekszajgcych intensywnos$¢ barwy), produkt posiadat zabarwienie
szaro-niebieskie.

Otrzymane biatka rekombinantowe T. gondii wykazaty r6zng reaktywnosé
z przeciwciatami pochodzgcymi z surowic ludzkich oséb chorych na
toksoplazmoze. Sygnaty na btonach, pochodzace od powstatych komplekséw
poszczegOllnych biatek z przeciwciatami, roznig sie w zaleznosci od
zastosowanej probki surowicy. Antygeny silniej reagujg z surowicami
zawierajgcymi wysokie miano przeciwciat anty-T. gondii klasy 1gG, ktére
pobrane byly od pacjentéw znajdujacych sie w tzw. fazie podostrej lub w
poczatku fazy przewlektej toksoplazmozy. Niektére z biatek antygenowych (np.
MAG1, GRA2, ROP1 i P35) wykazaty wysokg reaktywnos¢ z prébkami surowic
0sOb chorych na toksoplazmoze wczesng. Wyniki te daty bardzo obiecujacy
poczatek selekcjonowaniu tzw. markerow molekularnych fazy choroby, z
ktorych najlepsze rezultaty uzyskano dla biatka rekombinantowego macierzy
cyst tkankowych MAG1 (Rys. 55).
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Rys. 55. Wyniki testbw Western blotting uzyskane dla antygenu
rekombinantowego MAG1 z zastosowaniem trzech pul surowic od pacjentow: (A) z
wczesna, (B) przewlekta toksoplazmoza, (C) zdrowych.

Z zastosowaniem metody Western blotting zdecydowanie trudniej jest
wykrywa¢ immunoglobuliny klasy G wystepujace w surowicach pacjentow,
ktorzy przechodzili toksoplazmoze kilka/kilkanascie lat wczesniej. W probkach
takich surowic jest bardzo niskie miano przeciwciat antytoksoplazmozowych
(zazwyczaj ponizej 50 1U/ml). Test Western blotting w tym przypadku posiada
zbyt niskg czuto$¢, a ponadto uktad immunologiczny kazdego pacjenta inaczej
reaguje na przebyte zarazenie, wiec trudno jest zdefiniowa¢ pojedynczy
antygen, ktory w tej metodzie bedzie rozpoznawat przeciwciata ze wszystkich
probek surowic. Z tego wzgledu w przypadku diagnostyki zarazeh T. gondii
bardziej przydatny jest test ELISA, charakteryzujacy sie wiekszg czutoscig i
mozliwoscig tworzenia mieszanek biatek antygenowych, ktére umozliwig

diagnozowanie wszystkich przypadkow toksoplazmozy.

6.7.2. Test ELISA

Wykonano test posredni ELISA, w ktorym studzienki mikroptytki
optaszczano wyprodukowanymi biatkami rekombinantowymi pasozyta, a
nastepnie dodawano surowice (zawierajgce przeciwciata anty-T. gondii)
pacjentow przechodzacych wczesng lub przewlektg faze choroby oraz surowice
0s6b zdrowych [Metody 5.11.2]. W pierwszej kolejnosci przetestowano kazdy z
antygenow oddzielnie, a nastepnie tworzono mieszanki roznych biatek.

W celu sprawdzenia witasnosci antygenowych otrzymanych biatek
rekombinantowych wykonano testy posrednie ELISA. Na mikroptytkach
immobilizowano poszczegdllne antygeny pasozyta, ktdre wczesniej poddano
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miareczkowaniu w celu doboru optymalnej ilosci nanoszonego biatka. Do testu
ELISA wykorzystano surowice pozytywne (zawierajgce przeciwciata anty-T.
gondii) pobrane od pacjentow chorych na toksoplazmoze oraz surowice
negatywne, pochodzace od oséb zdrowych.

6.7.2.1. Miareczkowanie antygenéw rekombinantowych

Wykonano test posredni ELISA z wykorzystaniem oczyszczonych
rekombinantowych biatek antygenowych w czterech rozcienczeniach (10 pg/ml,
5 ug/ml, 2,5 pg/ml, 1 pg/ml) w celu doboru optymalnego stezenia stosowanych
antygenow. Zastosowano dziewie¢ surowic (rozcienczonych 1:100), ktére
podzielono na 3 grupy: | — surowice dodatnie z wysokim mianem przeciwciat
klasy 1gG, Il — surowice dodatnie z niskim mianem przeciwciat klasy 1gG oraz I
— surowice ujemne nie zawierajgce przeciwciat anty-T. gondii (pobrane od
pacjentow zdrowych). Jako kontrole pozytywng wykonanego testu zastosowano
mieszanke antygenow rekombinantowych GRAL, GRA7 i SAG1 (o stezeniu 10
Mg/ml kazdy), przetestowang na puli surowic we wczesniejszych badaniach
[Hiszczyhska-Sawicka i wsp., 2003], poliwalentny antygen natywny (TLA) o
stezeniu 1 pg/ml, a jako kontrole negatywng oczyszczony metodg
chromatografii metalopowinowactwa lizat komérek E. coli. Wyniki testu
uzyskane dla trzech antygenow rekombinantowych (GRA4, MIC3 i ROP1) i
wybranych 3 surowic dodatnich i jednej ujemnej przedstawiono w postaci
wykreséw kolumnowych (Rys. 56).

A) Miareczkowanie GRA4 B ) Miareczkowanie MIC3
- 3
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Rys. 56. Wykresy kolumnowe przedstawiajgce zaleznos$¢ absorbancji od stezen
poszczegolnych antygendw rekombinantowych ( [ll10 pg/ml; ll5 pg/mi; @ 2,5 pg/ml;
(1 pg/ml) uzyskane dla trzech surowic dodatnich (1 — IgM+, 1IgG>300 IU/ml; 2 — IgM-,
IgG=150 IU/ml, 3 — IgM-, 1gG=43 IU/ml) i jednej ujemnej (4): (A) antygen GRA4; (B)
antygen MICS3; (C) antygen ROP1; (D)@ mieszanka antygenow (GRA1, GRA7 i SAG1),
M poliwalentny antygen natywny oraz [Moczyszczony lizat E. coli.

Przeprowadzone doswiadczenia pokazaty, iz rozcienczanie antygenow
rekombinantowych nie wyptywa znaczaco na stopien ich reaktywnosci
(mierzony wielkoscig absorbancji) z przeciwciatami anty-T. gondii
pochodzacymi z surowic pacjentow chorych na toksoplazmoze. W przypadku
stosowania surowicy ujemnej, ktéra nie zawiera przeciwciat specyficznych,
wazne jest, aby uzyskiwa¢ w tescie ELISA jak najnizszy sygnat swiadczacy o
negatywnym wyniku badania. W wiekszosci przypadkéw zastosowanych
antygenow zaobserwowano, iz ich poziom reaktywnosci (w przypadku surowic
pacjentow zdrowych), maleje wraz z ich rozcienczaniem. Zatem korzystne jest,
z ekonomicznego i diagnostycznego punktu widzenia, stosowanie antygenow
bardziej rozcienczonych. W zwigzku z tym do dalszych badan stosowano
rekombinantowe biatka antygenowe o stezeniu 1 pg/ml.

6.7.2.2. Wyznaczenie wspotczynnika odciecia (, cutoff”)

W celu wyznaczenia granicznej wartosci absorbancji, powyzej ktérej
wszystkie wyniki (uzyskane dla surowic zawierajgcych przeciwciata anty-T.
gondi) mogg by¢ uznane za dodatnie wykonano test posredni ELISA z
wykorzystaniem surowic ujemnych, zgodnie z procedurg opisang w punkcie
5.11.2. Do optaszczenia piytek wykorzystano oczyszczone antygeny
rekombinantowe o stezeniu 1 pg/ml kazdy, poliwalentny antygen natywny o
stezeniu 1 pg/ml oraz oczyszczony lizat E. coli. Obliczono odchylenie

standardowe oraz wartos¢ srednig wykonanych pomiaréw absorbancji dla
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zastosowanej puli surowic ujemnych pochodzacych od zdrowych pacjentéw.
Wartos¢ wspotczynnika odciecia, czyli graniczna warto$¢ absorbancji (tzw. linia
~cutoff’) zostata obliczona wedtug nastepujgcego wzoru:
cutoff = wartos¢ srednia + dwa odchylenia standardowe

Obliczone graniczne wartosci absorbancji miescity sie w przedziale od 0,15 do
ok. 0,7. Wartosci te byty uzaleznione od czystosci zastosowanych preparatow
antygenowych oraz od uzytych do doswiadczenia probek surowic negatywnych
pobranych od réznych pacjentéw. W surowicach ludzkich bardzo czesto
znajdujg sie przeciwciata anty-E. coli, ktére reaguja niespecyficznie z biatkami
bakteryjnymi wystepujgcymi w niewielkiej ilosci w preparatach oczyszczonych
antygenow rekombinantowych. Takie niespecyficzne oddziatywanie wptywa na
wartosci mierzonych abosorbancji a tym samym na wyznaczong wartosé

,cutoff”.

6.7.2.3. Oszacowanie przydatnosci rekombinantowych antygenow T.
gondii w diagnostyce toksoplazmozy — test ELISA

Wykonano test ELISA zgodnie z procedurg opisang w punkcie 5.11.2,
stosujac rozcienczenie surowic 1:100 oraz wyprodukowane rekombinantowe
biatka antygenowe o stezeniu 1 pg/ml. W pierwszej kolejnosci testowano kazdy
z uzyskanych antygenow oddzielnie. Jako kontrole zastosowano poliwalentny
antygen natywny (TLA) o stezeniu 1 pg/ml oraz frakcje elucyjng uzyskang
podczas oczyszczania (metoda chromatografii metalopowinowactwa) lizatu
komérek E. coli zawierajgcego plazmid pUET1. W tescie zastosowano pule
surowic pozytywnych (zawierajgcych przeciwciata anty-T. gondii), zebranych w
ramach rutynowe] diagnostyki toksoplazmozy oraz pule 14 surowic
seronegatywnych, ktéra postuzyta do wyznaczenia wartosci ,cutoff”. Surowice
dodatnie zostaly podzielone na 2 grupy (kazda po 8 probek), w zaleznosci od
klasy i ilosci zawartych w nich przeciwciat, ktére sg zwigzane z fazg choroby:

I GRUPA — surowice zawierajgce przeciwciata klasy IgM oraz wysokie
miano przeciwciat klasy 1gG o niskiej awidnosci (toksoplazmoza wczesna);

Il GRUPA — surowice nie zawierajgce przeciwciat klasy IgM, zawierajgce
rézne miano przeciwciat klasy IgG o wysokiej awidnosci (toksoplazmoza
przewlekia).

Wyniki przeprowadzonych testow zebrano i przedstawiono w tabeli 19.
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Tab. 19. Wyniki testu ELISA uzyskane dla poszczegoinych antygenéw
rekombinantowych.

SUROWICE
ANTYGEN | GRUPA Il GRUPA Razem Wartosé
(n=18) (n=18) (n=16) » cutoff”

SAG1 A | 6(75%) 5 (62,5%)
B | 2519 0,696 11 (68,75%) 0,625
C 0,615-3,058 0,437-0,793

SAG2 A | 8(100%) 7 (87,5%)
B | 1,981 1,249 15 (93,75%) 0,591
C 0,914-2,873 0,535-1,82

SAG4 A | 4(50%) 2 (25%)
B | 1,07 0,457 6 (37,5%) 0,49
C 0,341-1,649 0,225-1,545

BSR4 A | 4(50%) 1 (12,5%)
B | 1,263 0,514 5 (31,25%) 0,57
C 0,436-1,836 0,285-0,677

P35 A | 8(100%) 4 (50%)
B | 1,94 0,953 12 (75%) 0,512
C 0,576-3,08 0,381-1,58

GRA1 A | 8(100%) 8 (100%)
B |113 0,962 16 (100%) 0,374
C 0,597-2,174 0,617-2,415

GRA2 A | 8(100%) 2 (25%)
B | 1,349 0,643 10 (62,5%) 0,47
C 0,702-1,914 0,314-1,72

GRA4 A | 5(62,5%) 5 (62,5%)
B |161 0,638 10 (62,5%) 0,354
C 0,312-2,17 0,278-1,127

GRA5 A | 4(50%) 2 (25%)
B | 0,622 0,547 6 (37,5%) 0,516
C 0,439-0,766 0,314-0,698

GRA6 A | 7(87,5%) 2 (25%)
B | 238 0,475 9 (56,25%) 0,475
C 0,412-3,02 0,275-1,037

GRA7 A 7 (87,5%) 2 (25%)
B | 213 0,454 9 (56,25%) 0,45
C 0,347-2,95 0,331-0,738

GRA9 A | 6(75%) 5 (56,25%)
B 1,174 0,750 11 (68,75%) 0,444
C 0,39-2,04 0,365-1,97

ROP1 A | 8(100%) 2 (25%)
B | 1,501 0,44 10 (62,5%) 0,352
C 0,395-2,87 0,253-1,16

ROP9 A | 3(37,5%) 3 (25%)
B | 0,488 0,463 6 (37,5%) 0,54
C 0,376-0,874 0,265-0,635

MIClex2 A | 8(100%) 7 (87,5%)
B | 0,917 0,736 15 (93,75%) 0,361
C 0,487-2,05 0,303-1,436

MIClex3ex4 | A 8 (100%) 3 (37,5%)
B | 0,892 0,612 11 (68,75%) 0,376
C 0,474-1,97 0,278-1,09

MIC1 A | 8(100%) 1 (12,5%)
B | 1,074 0,375 9 (56,25%) 0,389
C 0,445-2,11 0,243-0,784

MIC3 A | 5(62,5%) 4 (50%)
B | 0,634 0,473 9 (56,25%) 0,313
C 0,272-1,759 0,239-0,684

BAG1 A | 4(50%) 4 (50%)
B | 0,886 0,715 8 (50%) 0,46
C 0,386-1,248 0,408-1,239
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MAG1 A | 8(100%) 3 (37,5%)
B | 1,058 0,594 11 (68,75%) 0,41
C 0,612-3,05 0,334-1,16

TLA A | 8(100%) 8 (100%)
B | 2149 2,132 16 (100%) 0,386
C 1,11-3,06 1,981-3,02

Lizat E. coli | A 0 0
B 0,205 0,215 0 0,244
C 0,182-0,235 0,175-0,24

A —ilo$¢ wynikéw dodatnich (procent)
B — $rednia warto$¢ absorbanc;ji
C — zakres mierzonej absorbanc;ji

Przeprowadzone badania z wykorzystaniem testu ELISA wykazaty, iz
wyprodukowane antygeny rekombinantowe wykazujg zréznicowany stopien
reaktywnosci z przeciwciatami anty-T. gondii pochodzgcymi od pacjentéw
chorych na toksoplazmoze, co potwierdzito wyniki uzyskane w przypadku
opisanego wczesniej testu Western blotting. Niektore biatka antygenowe
(SAG2, GRA1l, MiIC1lex2) charakteryzujg sie wysokg reaktywnoscia,
poréwnywalng z poliwalentnym antygenem natywnym (TLA). Reaktywnosc¢ ta
jest podobna dla dwoch grup zastosowanych surowic. Natomiast w przypadku
niektérych antygenoéw, np. nowo otrzymanych MAG1, ROP1, GRA2 oraz biatek
z kolekcji Katedry Mikrobiologii (P35, GRA6 i GRA7), stwierdzono wiekszg
reaktywnosc z przeciwciatami anty-T. gondii klasy IgG zawartymi w surowicach
pacjentdw z wczesng toksoplazmozg. Inne uzyskane biatka antygenowe (np.
GRAS5, BSR4, SAG4, ROP9) reagujg zdecydowanie stabiej z zastosowang pulg
surowic, co powoduje, iz majg niskg wartos¢ immunodiagnostyczng. Jest to
spowodowane tym, iz w surowicach ludzkich specyficzne przeciwciata
rozpoznajgce wybrane antygeny mogg wystepowac¢ w bardzo niskim mianie lub
w ogoble nie sg produkowane przez uktad immunologiczny danego pacjenta.
Niektore antygeny mogq by¢ stabo eksponowane przez samego pasozyta,
przez co sg ,niewidoczne” dla uktadu odpornosciowego. W organizmie
gospodarza nie sg syntetyzowane przeciwciata skierowane na takie antygeny,
co powoduje, ze w surowicy pacjentow brakuje specyficznych przeciwciat
rozpoznajgcych dane Dbialko antygenowe. Ponadto, kazdy uktad
immunologiczny reaguje indywidualnie na przebyte zarazenie i w przypadku
niektérych oséb miano przeciwciat antytoksoplazmozowych skierowanych na

poszczegllne antygeny moze byc¢ bardzo zr6znicowane.

142



Dla nowo otrzymanych antygendéw rekombinantowych (MAG1, ROP1 i
GRA2), w przypadku ktorych stwierdzono odmienng reaktywnos¢ z prébkami
surowic pobranych od pacjentow z toksoplazmoza wczesng i przewlekia,
przeprowadzono dodatkowe testy ELISA z wykorzystaniem puli 117 surowic.
Zastosowana pula surowic zostata podzielona na 3 grupy:

| GRUPA - 37 surowic pobranych od pacjentbw z wczeshg
toksoplazmoza, ktére zawieraty przeciwciata klasy IgM i IgA oraz wysokie
miano przeciwciat IgG o niskiej awidnosci (33 probki) lub granicznej (4 prébki);

Il GRUPA - 80 surowic pobranych od pacjentow z przewlektg
toksoplazmoza, ktére posiadaty przeciwciata klasy 1gG o wysokiej awidnosci
oraz nie zawieraty przeciwciat klasy IgM;

Il GRUPA — 10 surowic pobranych od pacjentéw zdrowych, ktére nie
zawieraty przeciwciat anty-T. gondii.

Jako kontrole testu zastosowano poliwalentny antygen natywny (TLA).
Grupa Il surowic seronegatywnych postuzyta do wyznaczenia granicznej
wartosci absorbancji (,cutoff”), ktdra wynosita odpowiednio dla antygenu MAG1
- 0,27, GRA2 - 0,157, ROP1 - 0,236 i dla TLA — 0,22. Otrzymane wyniki

zostaty przedstawione w postaci wykresow kolumnowych (Rys. 57).
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Rys. 57. Wykresy kolumnowe przedstawiajgce reaktywnosci: (A) antygenu
MAG1, (B) TLA, (C) GRA2 i (D) ROP1 z przeciwciatami anty-T. gondii zawartymi w
surowicach pacjentbw z toksoplazmoza wczesng (kolumny niebieskie) i z
toksoplazmoza przewlektg (kolumny zielone). Pozioma linia oznacza wartosc¢ ,cutoff”.

Przeprowadzone badania pozwolity wyselekcjonowacC tzw. potencjalne
markery molekularne. Jednym z najlepiej roznicujgcych fazy choroby
antygenem okazato sie biatko macierzy cyst tkankowych MAG1, ktére byto
czesciej rozpoznawane przez przeciwciata surowic pobranych od pacjentéw z
wczesng toksoplazmozg (36 wynikdéw pozytywnych - 97,3%) niz w przypadku
przeciwciat pochodzacych z surowic 0sOb przechodzacych przewlektg faze
choroby (6 wynikdw pozytywnych - 7,5%) [Holec i wsp., 2007]. Rownie
obiecujgce wyniki otrzymano dla antygenu granul o duzej gestosci GRAZ2 i
biatka roptrii ROP1. Biatko antygenowe GRA2 w 100% reagowato z
zastosowang pulg 37 surowic z wczesng toksoplazmozg i jedynie z 18
surowicami z przewlektej fazy choroby (22,5%). ROP1 natomiast wykazat
reaktywnosc¢ z 35 surowicami grupy | (94,6%) oraz 12 surowicami grupy Il
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(15%). Réznicowania fazy choroby nie obserwowano w przypadku stosowania
poliwalentnego antygenu natywnego (TLA), ktory reagowat porownywalnie z
przeciwciatami anty-T. gondii z dwoéch grup surowic. Dla TLA uzyskano 36
pozytywnych wynikow dla grupy | surowic (97,3%) i 69 dla grupy Il (86,25%).
Badania te potwierdzity, iz stosowany w testach komercyjnych tzw. antygen
natywny nie jest w stanie zréznicowa¢ fazy choroby, a ponadto pozwolity
wyselekcjonowac¢ markery molekularne fazy wczesnej toksoplazmozy.

Przeprowadzono takze badania z wykorzystaniem trzech fragmentow
tego samego biatka mikronem: MIClex2 (czesci N-koncowej, kodowanej przez
ekson 2), MIClex3ex4 (czesci C-koncowej, kodowanej przez eskon 3 i 4) oraz
MIC1 (catego antygenu bez sekwencji sygnalnej na N-koncu) na puli 122
surowic. Surowice podzielono na 3 gtéwne grupy:

| GRUPA - 26 surowic pobranych od pacjentbw z wczesng
toksoplazmoza, ktére zawieraty przeciwciata klasy IgM i IgA oraz wysokie
miano przeciwciat IgG o niskiej awidnosci;

I GRUPA — 72 surowice pobrane od pacjentow z przewlekig
toksoplazmoza, ktére posiadaty przeciwciata klasy 1gG o wysokiej awidnosci
oraz nie zawieraty przeciwciat klasy IgM, grupa ta zostata podzielona
dodatkowo na 3 podgrupy (lIA — 22 surowice z wysokim mianem IgG, IIB — 26
surowic ze srednim mianem IgG, I1IC — 24 surowice z niskim mianem IgG);

Il GRUPA — 24 surowice pobrane od pacjentdow zdrowych, ktore nie
zawieraty przeciwciat anty-T. gondii.

Surowice seronegatywne wykorzystano do wyznaczenia granicznej
wartosci absorbancji, ktéra wynosita odpowiednio dla antygenu MIClex2 —
0,316, dla MIClex3ex4 - 0,196, dla MIC1 - 0,192. Uzyskane wyniki

przedstawiono w tabeli 20.

145



Tab. 20. Wyniki testu ELISA uzyskane dla trzech fragmentow biatka MIC1. W
tabeli przedstawiono ilos¢ wynikdw pozytywnych otrzymanych dla poszczegoinych

grup surowic.

Surowice
Antygen Grupa Il - toksoplazmoza przewlekta
Grupal - (n=72) Negatywne
t.wczesna | GrupallA | GrupallB | GrupallC Razem (n =24)
(n = 26) (n =22) (n = 26) (n = 24)
MIClex2 25 (96,1%) | 18 (81,8%) | 16 (61,5%) | 20 (83,3%) | 54 (75%)
MIClex3ex4 | 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%)

Przeprowadzone badania wykazaty, iz rozne fragmenty tego samego
antygenu reagujg w inny sposéb z zastosowanymi surowicami w tescie ELISA
(Tab. 20). Biatka MIC1 wykazujg wysoka reaktywnosc¢ z przeciwciatami klasy
IgG zawartymi w surowicach grupy | (pacjenci z wczesng toksoplazmoza).
Natomiast przeciwciata anty-T. godnii klasy 1gG o wysokiej awidnosci (grupa Il
surowic) najlepiej rozpoznawane sg przez N-koncowy fragment biatka MIC1
(MIC1ex2) — 75%. Znacznie stabiej przez fragment C-koncowy (MIClex3ex4) —
52,7% i przez caty antygen MIC1 (36,1%). Ponadto wraz ze zmniejszajgcym sie
mianem przeciwciat klasy 1gG (grupy od I[IA do IIC) zaobserwowano
sie reaktywnosc¢ We biatka

rekombinantowego kodowanego przez ekson 2 genu micl (MIClex2) znajduje

zmniejszajaca antygenow. fragmencie
sie tzw. domena TRS1-1, ktéra w kompleksie adhezyjnym trzech biatek
MIC6/1/4 odpowiedzialna jest za oddziatywanie z komdrkg gospodarza, co
przedstawiono na rysunku 11. Ten fragment antygenu jest najlepiej
eksponowany w powstatym kompleksie adhezyjnym pasozyta w momencie
inwazji do wnetrza komérki gospodarza. Najprawdopodobniej z tego powodu
przeciwciata lepiej rozpoznajg te czesS¢ antygenu. Stopien reaktywnosci
kazdego z biatek antygenowych jest uzalezniony od ilosci i sity determinant
antygenowych wystepujacych w danym fragmencie biatka, poniewaz te
sekwencje sg odpowiedzialne za tworzenie komplekséw antygen-przeciwciato.
Z tego powodu w przypadku produkcji biatek rekombinantowych, ktére beda
wykorzystywane do diagnostyki, mozna racjonalnie w oparciu o wiedze
mechanizméw patogenezy wybieraé¢ fragmenty antygenow (zawierajgce silne
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sekwencje epitopowe) bez koniecznosci otrzymania catego biatka. Ponadto,
produkcja w bakteryjnych systemach ekspresyjnych mniejszych fragmentow
biatek bardzo czesto jest korzystniejsza niz otrzymanie antygendw
zawierajagcych catg sekwencje aminokwasowa biatka dzikiego typu.

6.7.2.4. Zastosowanie mieszanek rekombinantowych biatek T. gondii w
tescie ELISA

W nastepnym etapie pracy badawczej przetestowano w tescie ELISA
kilkanascie roéznych zestawOow biatek otrzymanych poprzez zmieszanie
poszczegllnych antygendéw rekombinantowych. Stosowanie mieszanek
odpowiednio dobranych antygendw moze by¢ korzystne dla uzyskania jak
najczulszego testu serologicznego, ktéry pozwoli diagnozowaé wszystkie
przypadki toksoplazmozy (co jest bardzo trudne w przypadku stosowania
pojedynczego antygenu). W tym celu przygotowywano ro6zne koktajle
antygenow, z ktorych kazdy sktadat sie z trzech biatek rekombinantowych o
stezeniu 1 pg/ml  (rozcienczonych w buforze weglanowym). Tak
przygotowanymi mieszankami zostaty optaszczone studzienki na mikroptytce, a
nastepnie postepowano wedtug procedury opisanej w punkcie 5.11.2. W tescie
ELISA wykorzystano 24 surowice podzielone na 3 grupy, kazda po 8 prébek (od
0os6b z wczesng toksoplazmozg, przewleklg i od pacjentéw zdrowych).
Przeprowadzone badania umozliwity wyselekcjonowanie dwoéch typow
mieszanek biatek antygenowych. Pierwszy typ (biatka GRA2/GRA4/GRA9 oraz
P35/SAG2/GRAG) wykrywa przeciwciata antytoksoplazmozowe, zawarte w
surowicach oséb przechodzacych faze wczesng i przewlekta, z takg samg
czutoscig jak poliwalentny antygen natywny (Rys. 58 A i B). Drugi typ
zaproponowanych mieszanek antygenow (P35/ROP1/GRA2 oraz
P35/ROP1/MAG1) lepiej rozpoznaje przeciwciata anty-T. gondii zawarte w
prébkach surowic pobranych od pacjentéw z wczesng toksoplazmozg (Rys. 58
C i D). Te wyniki wskazujg jednoznacznie na mozliwos¢ opracowania dobrego
narzedzia diagnostycznego rozpoznajgcego tzw. faze ostrg choroby.
Konstrukcja takiego testu wymaga jednak jeszcze wielu dodatkowych badan na

duzej grupie surowic oraz walidaciji.
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Rys. 58. Wykresy kolumnowe przedstawiajgce wartosci absorbancji uzyskane
dla czterech mieszanek antygenow: (A) GRA2/GRA4/GRAY9, (B) P35/SAG2/GRAG, (C)
P35/ROP1/GRA2, (D) P35/ROP1/MAG1. Kolumny niebieskie — probki surowic od
pacjentdw z wczesng toksoplazmozg, kolumny zielone — probki surowic od pacjentéw z
przewlektg toksoplazmozg; pozioma czerwona linia — wartos¢ ,cutoff” (A — 0,51; B —
0,45; C-0,46; D — 0,53).

6.7.3. Test immunochromatograficzny

Otrzymane biatka rekombinantowe zostaly takze wykorzystane do
konstrukcji  prototypu  testu  paskowego  wykorzystujgcego  metode
immunochromatografii. Schematyczna budowa opracowanego testu zostata

przedstawiona na rysunku 59.

i
\ 5 T:t Ta 1
odktadka
rs linia linia podkiadka
(ang.'sample pad) testowa kontrolna absorpcyina
podkladka {ang.absorption pad)
koniugacyjna
{ang. conjugate pad)
) N
L 1
3]
podiladka |5 2 7 1
prébkowa plastikowa podstawa
{ang. sample pad) blona podkladka
absorpcyina
podkiadka (ang. absorption pad)
koniugacyjna

{ang. conjugate pad)

Rys. 59. Schematyczna budowa paskowego testu immunochormatograficznego.
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Test immunochromatograficzny jest prostym testem paskowym
wykorzystujgcym btone nitrocelulozowa, z naniesionymi (w postaci cienkiej linii,
lub kropki) wyselekcjonowanymi antygenami rekombinantowymi pasozyta (linia
testu) oraz odpowiednimi immunoglobulinami zdolnymi do tworzenia
kompleksow z przeciwciatami wyznakowanymi ztotem koloidalnym (linia
kontrolna). W sktad paska testowego wchodzg dwie podktadki z celulozy (ang.
sample pad, absorption pad) oraz jedna z widkna szklanego (ang. conjugate
pad) [Materialy 4.14]. W opracowanym prototypie testu paskowego na witdknie
szklanym rozpylono przeciwciata kozie anty-ludzkie 1IgG wyznakowane ztotem
koloidowym [Materiaty 4.14]. Po zanurzeniu paska testowego w badanej probce
lub naniesieniu prébki bezposrednio na pasek zachodzi jej migracja najpierw
przez podkitadki, a nastepnie prébka migruje w nitrocelulozie. W przypadku
surowic 0s0b chorych na toksoplazmoze zawarte w probce przeciwciata anty-T.
gondii migrujac wigzg sie najpierw z wyznakowanymi przeciwciatami IgG anty-
ludzkimi, a nastepnie powstate kompleksy reagujg z naniesionymi na btonie
biatkami rekombinantowymi. Dodatni wynik reakcji widoczny jest w postaci
ciemnorézowego pragzka (lub paska) w miejscu, gdzie zostat wczesnigj
naniesiony antygen. O prawidlowym wykonaniu testu informuje tzw. linia
kontrolna. W opracowanym pasku testowym w miejscu tej linii naniesiono
przeciwciata krolicze anty-kozie IgG, ktore taczg sie z migrujgcymi w probce
przeciwciatami  wyznakowanymi ztotem niezaleznie od wyniku testu.

Interpretacja uzyskanych wynikow w takim tescie jest bardzo prosta (Rys. 60).

LINIA KONTROLNA ——— [—

LINIA TESTOWA ——— J—

wiyhik whynik test niewazny
pozytywny negatywny

Rys. 60. Interpretacja wynikdw paskowego testu immunochromatograficznego.
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Opracowywany test paskowy bedzie przedmiotem zgtoszenia
patentowego, z tego powodu w przedtozonej rozprawie doktorskiej nie
zamieszczono rodzaju biatek rekombinantowych T. gondii wybranych do testu
oraz ilosci poszczegdblnych reagendw. Skonstruowany pasek testowy oraz
przyktadowe wyniki uzyskane dla trzech surowic pacjentow: zdrowego i dwoch
chorych na toksoplazmoze (zawierajacych rézne miano przeciwciat klasy 1gG)

przedstawiono na rysunku 61.

A) ] B) M C) D)

podktadka absorpcyjna
(ang. absorption pad)

przeciwciata krélicze
anty-kozie IgG > N i

biatko antygenowe———=r

biatko antygenowe———

przeciwciata kozie
anty-ludzkie IgG*Au i ™ [ |
(ang. conjugate pad)

miejsce naniesienia o
prébki surowicy
(ang. sample pad)

Rys. 61. Test immunochromatograficzny: (A) pasek testowy, (B) wynik testu —
surowica negatywna, (C) wynik testu — surowica pozytywna (IgM-, 1IgG=155 I1U/ml), (D)
wynik testu — surowica pozytywna (IgM+, 1gG=300 IU/ml).

Zastosowana metoda immunochromatograficzna posiada wiele zalet,
miedzy innymi: bardzo krétki czas oczekiwania na wynik (10-15 minut) oraz
tatwos¢ wykonania. Przeprowadzenie testu nie wymaga zaplecza
laboratoryjnego, skomplikowanego sprzetu i specjalistycznych odczynnikéw,
poniewaz wszystkie reagenty znajdujg sie na skonstruowanym pasku, ktéry w
momencie wykonywania testu zanurzany jest w badanej probce odpowiednio
rozcienczonej w buforze PBS [Materialy 4.10]. Jednak podstawowym
ograniczeniem tego typu testéw jest ich stosunkowo niska czutos¢. Jest to

spowodowane tym, iz w technice tej nastepuje szybki przeptyw badanej probki
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przez pasek nitrocelulozy. Krotkotrwatos¢ kontaktu antygen-przeciwciato
umozliwia jedynie powstanie wigzan o wysokim powinowactwie. Z jednej strony
moze to by¢ przyczyng nieznacznie obnizonej czutosci (np. w stosunku do testu
ELISA, w ktorym ma miejsce dlugotrwata inkubacja badanego materiatu z
antygenem opfaszczonym w fazie state)), z drugiej jednak strony metoda ta
utrudnia niespecyficzne wigzanie innych przeciwciat, nieswoistych dla danego
antygenu.

Uzyskane wyniki dotyczgce konstrukcji i zastosowania prostego testu
paskowego (opartego o metode immunochromatograficzng) w diagnostyce
toksoplazmozy sg obiecujgce. Z tego wzgledu prowadzone badania majg
zakonczy¢ sie opracowaniem i wdrozeniem testu paskowego, ktéry bedzie
dostepny w wolnej sprzedazy aptecznej. Jednak zanim to nastgpi konieczne
jest dopracowanie otrzymanego prototypu testu oraz wykonanie walidacji, co

bedzie przedmiotem badan prowadzonych w nastepnych latach.
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7. Wnioski koncowe i perspektywy zwigzane z tematyka pracy

Badania przeprowadzone w przedtozonej rozprawie doktorskiej majg
przede wszystkim znaczenie aplikacyjne, dostarczajg bowiem konkretnych
produktéw biotechnologicznych (kilkunastu biatek antygenowych pasozyta T.
gondii) o uzytecznosci immunodiagnostycznej. Opracowana wydajna i tania
technologia produkcji nowych rekombinantowych biatek T. gondii posiada wiele
zalet, miedzy innymi sg to: niskie koszty prowadzenia hodowli, znaczna
wydajnos¢ produkcji antygendw oraz zastosowanie jednoetapowego
oczyszczania z wykorzystaniem prostej metody chromatografii
metalopowinowactwa. Przeprowadzone testy immunologiczne (metoda Western
blotting i ELISA) pokazaty duzg wartos¢ diagnostyczng wyprodukowanych
biatek. Ponadto, pozwolity wyselekcjonowac¢ tzw. markery molekularne fazy
toksoplazmozy. Sposrdéd otrzymanych antygenow wysokg reaktywnos¢ z
przeciwciatami klasy 1gG o niskiej awidnosci (zawartymi  w surowicach
pacjentow z wczesng toksoplazmozg) uzyskano dla biatek MAG1, ROP1 oraz
GRA2. Zaproponowano mieszanki antygenow stuzace do wykrywania i
réznicowania faz choroby. Opracowano takze prototyp prostego,
immunochromatograficznego testu paskowego, ktory po dopracowaniu i
zwalidowaniu zostanie wdrozony jako szybki test do wykrywania przeciwciat
antytoksoplazmozowych u 0s6b zarazonych pasozytem.

Konstrukcja i pokazanie uzytecznosci nowych narzedzi (antygendow
rekombinantowych) w serodiagnostyce toksoplazmozy jest duzym postepem w
prowadzonych badaniach, ktére majg na celu opracowanie nowych, tanszych i
przede wszystkim rozpoznajacych wszystkie przypadki toksoplazmozy
zestawOw diagnostycznych. Wykorzystanie testéw diagnostycznych opartych
na wyselekcjonowanych markerach antygenow rekombinantowych, daje nowe
mozliwosci wiarygodnej diagnostyki toksoplazmozy, szczegdlnie u kobiet
ciezarnych  stanowigcych, obok o0s6b z ostabiong funkcjg uktadu
immunologicznego, najwazniejszg grupe pacjentow.

Badania wykonane w przedtozonej rozprawie doktorskiej beda
kontynuowane w ramach projektu grantowego Fundacji na Rzecz Wspierania
Polskiej Farmacji i Medycyny pt. ,Konstrukcja serologicznych zestawow

diagnostycznych do wykrywania oraz réznicowania toksoplazmozy wczesnej i
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przewlekiej”. Projekt ten dotyczy skonstruowania, przetestowania i walidacji
zestawoOw diagnostycznych opartych na wyprodukowanych antygenach
rekombinantowych pasozyta, ktére bedg mogty by¢ wdrozone jako nowe testy
do wykrywania przeciwciat antytoksoplazmozowych u oséb zarazonych T.
gondii. W ramach projektu grantowego planuje sie opracowanie 3 zestawow
diagnostycznych: (i) szybkiego testu paskowego opartego na metodzie
immunochromatograficznej lub/i metodzie slot blotting, ktory bedzie mégt by¢
dostepny w wolnej sprzedazy aptecznej; (ii) testu paskowego i (iii) testu ELISA
réznicujacych fazy choroby dzieki wykorzystaniu specyficznych markerow
antygenowych.
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8. Opis stosowanych skrétow

AIDS
ang.
ATP
BCIP
BSA
Da
DAB
DNA
EDTA
ELIFA
ELISA
gr.
GTP
HSP
IFN

SDS
SDS-PAGE

RBS
RNA
Tc
TCR
Th
TLA
TNF
Tris
X-Gal

zespot nabytego niedoboru odpornosci (ang. acquired immunodeficiency
syndrome)

z angielskiego

adenozynotrifosforan

5-bromo-4-chloro-3-indolilofosforan

albumina osocza krwi bydlecej (ang. Bovine Serum Albumin)

dalton

3,3’ diaminobenzydyna

kwas deoksyrybonukleinowy

s6l sodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego

test immunofiltracyjny (ang. Enzyme-Linked Immunofiltration Assay)
test immunoenzymatyczny (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
z greckiego

guanozynotrifosforan

biatko szoku termicznego (ang. Heat-Shock Protein)

interferon

immunoglobulina

interluekina

izopropylo-b-D-tiogalaktozyd

test aglutynacji immunoabsorbcyjnej (ang. Immunosorbent Agglutination Assay)
jednostka miedzynarodowa (ang. International Unit)

stezenie molowe [mol/dm?]

miejsce wielokrotnego klonowania (ang. Multyply Cloning Site)

gtéwny uktad zgodnosci tkankowej (ang. Major Histocompatibility Complex)
btekit nitrotetrazolowy

tancuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)

par zasad

s6l sodowa siarczanu dodecylu

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

miejsce wigzania RNA (ang. RNA Binding Site)

kwas rybonukleinowy

limfocyt T cytotoksyczny

receptor limfocytu T (ang. T Cell Receptor)

limfocyt T pomocniczy

poliwalentny antygen natywny (ang. Toxoplasma Lysate Antigen)
czynnik martwicy nowotworu (ang. Tumor Necrosis Factor)
tris[hydroksymetylo]laminometan
5-bromo-4-chloro-3-indolilo-3-D-galaktopiranozyd
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9. Dorobek naukowy. Nagrody i wyréznienia. Granty
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1)

2)

3)

4)
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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.

Gatkowska J, Hiszczyhska-Sawicka E, Kur J, Holec L, Dilugonska H. Murine
experimental toxoplasmosis: an evaluation of diagnostic utility of
recombinant antigens. Exp. Parasitol. 2006. 114(3): 220-227.

Holec L, Hiszczynska-Sawicka E, Gasior A, Brillowska-Dgbrowska A, Kur J.
Use of MAG1 recombinant antigen for detection of Toxoplasma gondii
infection in humans. Clin. Vaccine Immunol. 2007. 14(3): 220-225.

Holec L, Gasior A, Brillowska-Dgbrowska 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 recenz;ji).

Doniesienia zjazdowe zwigzane z tematyka pracy

1.

Holec L, Hiszczyhska-Sawicka E, Gagsior A, Kur J. Rekombinantowe
antygeny Toxoplasma gondii — oszacowanie przydatnosci w
immunodiagnostyce. | Polski Kongres Genetyki (Gdansk, 6-9 1X 2004).
2004: 212. ISBN: 83-920827-2-0.

. Holec L, Hiszczynska-Sawicka E, Gasior A, Kur J. Konstrukcja bakteryjnych

systeméw ekspresyjnych do produkcji rekombinantowych biatek
antygenowych (SAG4, ROP1l, GRA2) Toxoplasma gondii do
immunodiagnostyki. 2004, tom 43, suplement 1: 120. XXV Jubileuszowy
Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow. (Bydgoszcz, 23-25 IX 2004).

Holec L. Klonowanie, ekspresja i oczyszczanie rekombinantowych biatek
antygenowych (SAG4, ROP1 i GRA2) Toxoplasma gondi. Sesja
Sprawozdawcza Studium Doktoranckiego przy Wydziale Chemicznym
Politechniki Gdanskiej. Gdansk, 23-24 IX 2004. 2004: 73. ISBN 83-919081-
3-5.

. Holec L, Gasior A, Zalewska B, Pigtek R, Bury K, Mr6z M, Kur J.

Construction of expression systems and production of Toxoplasma gondii
recombinant antigens (MIC3, GRA4, GRA9) for the serodiagnosis of
toxoplasmosis. (Il Ogéblnopolska Konferencja pt. Biotechnologia
Molekularna; Gdansk, 14-15 X 2005). 2005: 40. ISBN 83-922424-1-6.

Holec L, Hiszczynska-Sawicka E, Gasior A, Kur J. Rekombinantowe biatko

antygenowe MAG1 Toxoplasma gondii — zastosowanie w réznicowaniu 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). Postepy mikrobiologii, 2004, tom 43 (Supl. 1): 332.

Pietkiewicz H, Hiszczynska-Sawicka E, Kur J, Holec L, Myjak P. Usefulness
of Toxoplasma gondii - specific recombinant antigens in serodiagnosis of
human toxoplasmosis. (Il Ogolnopolska Konferencja pt. Biotechnologia
Molekularna; Gdansk 14-15 X 2005). 2005: 13. ISBN 83-922424-1-6.

. Holec L. Konstrukcja systeméw ekspresji rekombinantowych biatek

antygenowych (MAG1, MIC3, GRA4, GAR9) Toxoplasma gondii do
immunodiagnostyki. Sesja Sprawozdawcza Studium Doktoranckiego przy
Wydziale Chemicznym Politechniki Gdanskiej. Gdansk, 22-23 1X 2005.
2005: 85. ISBN: 83-922424-0-8.

Holec L. Antygeny rekombinantowe Toxoplasma gondii jako narzedzie w
diagnostyce toksoplazmozy. Sesja Sprawozdawcza Studium
Doktoranckiego przy Wydziale Chemicznym Politechniki Gdanskie]. Gdansk,
25-26 IX 2006. 2006: 70. ISBN 83-922424-3-2.

. Holec L. Antygeny rekombinantowe Toxoplasma gondii jako narzedzie w

diagnostyce toksoplazmozy. Sesja Naukowa - Doktoranci Politechniki
Gdanskiej dla Gospodarki Innowacyjnej Regionu. Gdansk, 9 Xl 2006. 2006:
60. ISBN 83-922424-5-9.

Pozostate doniesienia zjazdowe

1.

Gasior A, Hiszczynska-Sawicka E, Holec L, Kur J. Chimeryczne fimbrie typu
Dr-SAG1 - potencjalna szczepionka przeciwko toksoplazmozie. | Polski
Kongres Genetyki (Gdansk, 6-9 IX 2004). 2004: 212. ISBN: 83-920827-2-0.

. Gasior A, Holec L, Pigtek R, Zalewska B, Bury K, Mréz M, Kur J. Chimeric

Dr fimbriae with a GRA1 Toxoplasma gondii epitope — construction of a
potential vaccine. (Il Ogolnopolska Konferencja pt. Biotechnologia
Molekularna; Gdansk 14-15 X 2005). 2005: 13. ISBN 83-922424-1-6 .

Bury K, Zalewska B, Pigtek R, Mr6z M, Holec L, Gasior A, Kur J.
Construction and analysis of DraE-AfaE-Ill hybrids — identification of amino
acids responsible for different motphological structures. (Il Ogdélnopolska
Konferencja pt. Biotechnologia Molekularna; Gdansk, 14-15 X 2005). 2005:
33. ISBN 83-922424-1-6.

Zalewska B, Pigtek R, Bury K, Mr6z M, Holec L, Gasior A, Kur J. Display of
Pk epitope of Simian Virus 5 by chimeric Dr fimbriae — construction of a
potential vaccine. (Il Ogéblnopolska Konferencja pt. Biotechnologia
Molekularna; Gdansk, 14-15 X 2005). 2005: 26. SBN 83-922424-1-6.

Piatek R, Zalewska B, Bury K, Mr6z M, Holec L, Gasior A, Kur J. Analysis of

interaction between DraD invasin and DraE adhesin encoded by a dra gene
cluster of uropathogenic E. coli Dr" strain. (Il Ogo6lnopolska Konferencja pt.
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Biotechnologia Molekularna; Gdansk, 14-15 X 2005). 2005: 21. ISBN 83-
922424-1-6.

6. Mroz M, Pigtek R, Zalewska B, Bury K, Holec L, Gasior A, Kur J. Fimbriae
biogenesis — study of interaction between DraE adhesin, DraD invasin and
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Nagrody i wyréznienia

1) Nagroda gtéwna za najlepszg prezentacje Mtodego Genetyka (pod tytutem:
»-Rekombinantowe antygeny Toxoplasma gonidii — oszacowanie przydatnosci
w immunodiagnostyce”) w sesji Genetyka Mikroorganizméw, podczas
Polskiego Kongresu Genetyki (Gdansk, 6-9 1X 2004)

2) Wyrdznienie w konkursie o nagrode im. Wactawa Szybalskiego za najlepsza
prace Mtodego Biotechnologa (pod tytutem: ,Construction of expression
systems and production of Toxoplasma gondii recombinant antigens (MIC3,
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