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STRESZCZENIE

Wewnatrzkomoérkowy pasozyt Toxoplasma gondii posiada zdolno$¢ do
zarazania szerokiego spektrum zwierzat stalopcieplnych, w tym i czlowieka.
Z medycznego punktu widzenia prawidlowe rozpoznanie inwazji T. gondii ma ogromne
znaczenie w przypadku kobiet cigzarnych ze wzgledu na duze ryzyko przejécia
tachyzoitéw poprzez tozysko do ptodu, co moze prowadzi¢ do poronien lub powodowaé
wady rozwojowe u noworodkéw. Wykrywanie zarazenia pasozytem jest rowniez istotne
w przypadku pacjentéw z niedoborami odpornosci, dla ktorych nawet przewlekta faza
toksoplazmozy moze by¢ niebezpieczna. Jak pokazuja liczne badania epidemiologiczne
toksoplazmoza jest szeroko rozpowszechniona wsrdéd roéznych populacji zwierzat
hodowlanych. Choroba przyczynia si¢ przede wszystkim do strat reprodukcyjnych oraz
wad rozwojowych u mlodych osobnikdéw, co stanowi powazny problem ekonomiczny.
Z drugiej strony jedng z gldownych drog transmisji pasozyta do organizmu cztowieka
jest spozywanie niedogotowanego lub surowego migsa oraz nieodpowiednio
przetworzonych produktow mlecznych pochodzacych od zwierzat hodowlanych.

Obecnie diagnostyka toksoplazmozy opiera si¢ glownie na wykorzystaniu
antygené6w natywnych w testach immunoenzymatycznych pozwalajacych na
wykrywanie przeciwcial klas IgG, IgM oraz IgA jednak w niektorych przypadkach
przeprowadzone badania dajg niejednoznaczne wyniki. Ponadto, komercyjnie dostepne
testy diagnostyczne ze wzgledu na swojg cene nie znajdujg powszechnego zastosowania
w serodiagnostyce toksoplazmozy u zwierzat, ktora wymaga analizy duzej iloSci préb.
Z tego powodu poszukuje si¢ nowych narzedzi diagnostycznych, gtownie antygenow
rekombinantowych, ktére zdecydowanic Zlatwiej, taniej, szybciej i bezpieczniej
produkowa¢ niz antygeny natywne. Dodatkowg zaleta wykorzystania tego typu
preparatow antygenowych w serodiagnostyce toksoplazmozy jest tlatwiejsza
standaryzacja testow, jak réwniez mozliwos¢ doboru bialek charakterystycznych dla
danej formy rozwojowej pasozyta, co moze pozwoli¢ na réznicowanie faz choroby.
Antygeny rekombinantowe testowane s3 rdéwniez pod katem ich potencjalnego
zastosowania, jako podjednostkowych szczepionek antytoksoplazmozowych.

W niniejszej pracy, ktora stanowi kontynuacj¢ badan prowadzonych od
kilkunastu lat w Katedrze Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii Politechniki
Gdanskiej, konstruowano wydajne systemy ekspresyjne Escherichia coli do produkcji
ré6znych wariantow rekombinantowych antygenéw chimerycznych skladajacych sie
z trzech wybranych fragmentow immunodominujacych antygenow GRA1, GRA2,
GRA6, MAGI1, MIC1, MIC3, ROPI, SAGI oraz SAG2 pasozyta T. gondii.
W kolejnych etapach pracy oszacowano przydatno$¢ diagnostyczng uzyskanych

preparatow bialkowych do wykrywania zarazenia pasozytem w tescie IgG ELISA



z wykorzystaniem surowic ludzkich oraz zwierzecych (kocich, konskich, owczych
I Swinskich). Na podstawiec uzyskanych wynikow stwierdzono, iz nowo
wyprodukowane antygeny chimeryczne moga stanowi¢ alternatywe dla poliwalentnego
antygenu natywnego w wykrywaniu swoistych przeciwcial IgG anty-T. gondii
zawartych w surowicach pacjentéw ze stwierdzong toksoplazmoza, o czym $wiadczy
czulo$¢ opracowanych w niniejszej pracy testow IgG ELISA wynoszaca od 88,4% do
100%. Ponadto przeprowadzone badania wykazaty, iz antygen chimeryczny SAG2-
GRA1-ROP1p charakteryzujacy si¢ wysoka reaktywnoscig w testach 1gG ELISA
z wykorzystaniem surowic zwierzgcych (od 93,3% do 100%) moze zostac
wykorzystany do opracowania uniwersalnego testu serodiagnostycznego do
wykrywania swoistych przeciwciatl antytoksoplazmowych w surowicach pochodzacych
od roznych gatunkow zwierzat. W ostatnim etapie pracy oceniono wiasciwosci
immunoprotekcyjne  wybranych  preparatow  rekombinantowych  antygenow
chimerycznych T. gondii na modelu mysiej toksoplazmozy. Wyniki przeprowadzonych
badan wykazaty, iz antygen chimeryczny SAG2-GRA1-ROP1p charakteryzuje sig¢
wysokim potencjalem szczepionkowym ipozwala na czeSciowg ochrong przed
przewlekla toksoplazmoza (86,2% redukcja liczby cyst w mézgowiu immunizowanych

myszy).



ABSTRACT

The intracellular parasite Toxoplasma gondii has the ability to infect a wide
range of warm-blooded animals, including humans. From a medical point of view, the
correct recognition of T. gondii invasion is very important in the case of pregnant
women. This is associated with a significant risk of tachyzoites transmission via the
placenta to the fetus, which may lead to miscarriages or to cause malformations in
newborns. Detection of parasite invasion is also significant for patients with
immunodeficiency, for whom even the chronic phase of toxoplasmosis can be a serious
threat. As shown by numerous epidemiological studies toxoplasmosis is widespread
among different populations of animals. Toxoplasmosis in farm animals, especially
contributes to the loss of reproductive and malformations in young individuals, which is
a serious economic problem. On the other hand, one of the main transmission routes of
the parasite in the human is the consumption of undercooked or raw meat and
improperly processed milk products derived from animals.

Currently, diagnosis of toxoplasmosis is based mainly on the use of the native
antigens in enzyme immunoassay which allow for detection of 1gG, IgM and IgA
antibody classes. However, in some cases the performed studies give the ambiguous
results. Moreover, the commercially available diagnostic tests due to its price are not
generally applicable in the serodiagnosis of toxoplasmosis in animals, which requires
the analysis of a large number of samples. For this reason, many research groups are
currently working on new diagnostic tools, which are mainly recombinant antigens.
Compared to the native antigens their production is much easier, cheaper, faster and
safer. An additional advantage of the recombinant antigens is easier way to standardize
assays as well as the possibility of proteins selection characteristic for the development
form of the parasite, which may allow for differentiation phases of the disease.
Recombinant antigens are also tested for their potential use as a subunit vaccine against
toxoplasmosis.

In this work, which is the continuation of the research carried out in the
Department of Molecular Biotechnology and Microbiology at Gdansk University of
Technology for several years, the efficient Escherichia coli expression systems for the
production of different variants of recombinant chimeric antigens composed of the
immunodominant regions of three selected T. gondii antigens GRA1, GRA2, GRAG,
MAG1, MIC1, MIC3, ROP1, SAG1 and SAG2 has been constructed. In the next part of
the work the diagnostic usefulness of obtaining proteins for detection of anti-T. gondii
antibodies were evaluated in the 1gG ELISA assay using human and animal (feline,
horses, ovine, and pigs) sera. The results show that the newly produced chimeric
antigens could be an alternative to the native polyvalent antigen for the detection of
anti-T. gondii 1gG antibodies found in the sera of patients with diagnosed toxoplasmosis
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(sensitivity of 1gG ELISA assays between 88.4% to 100%). In addition, the chimeric
antigen SAG2-GRA1-ROP1p characterized by a high reactivity in the 1gG ELISA
assays using animal sera (from 93.3% to 100%) could be used to develop a universal
serodiagnostic assay for the detection of specific anti-T. gondii antibodies in sera
derived from different animal species. In the last stage of the work the
immunoprotective properties of selected T. gondii recombinant chimeric antigens were
evaluated in a murine model of toxoplasmosis. The results of this study show that the
chimeric antigen SAG2-GRA1-ROP1p has a high vaccine potential and allows for
partial protection against chronic toxoplasmosis (86.2% reduction in the number of
cysts in the brain of immunized mice).
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1. WSTEP

1.1. Ogdlna charakterystyka T. gondii
1.1.1. Taksonomia

Toxoplasma gondii jest bezwzglednym wewngtrzkomorkowym pasozytem
zwierzat stalocieplnych 1 czlowieka. Pasozyta tego poczatkowo nazywanego
Leishmania gondii jako pierwsi opisali w 1908 roku Nicolle i Manceaux
u potnocnoafrykanskiego gryzonia Ctenodactylus gondii. Tego samego roku takze
Splendore wykryt tego pasozyta u krolika w Brazylii. Po niedtugim okresie
zorientowano sig¢, iz jest to zupelnie nowy organizm i nazwano go Toxoplasma gondii,
co nawigzywalo do nazwy zywiciela oraz ksztaltu pierwotniaka (gr. tokson — tuk oraz
gr. plasma — forma). Cechy morfologiczne i biologiczne byly podstawg wlgczenia
pasozyta do dzialu Protozoa, a w nim do typu Apicomplexa, do ktorego nalezg takze
inne pasozyty wewnatrzkomorkowe takie jak: Plasmodium, Cryptosporidium, Eimeria,
Babesia, Theileria i Sarcocystis. Poznanie ztozonego cyklu rozwojowego pozwolito na
jego sklasyfikowanie w obrgbie gromady Coccidea (Tab. 1) [Cox, 1998, 2002; Weiss
i Kim, 2007].

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

Nadkrolestwo Eucaryota

Krolestwo Protista = Protoctista

Dziat Protozoa

Typ Apicomplexa = Sporozoa = Telosporidia
Gromada Coccidea

Rzad Eimerida

Rodzina Eimeriidae

Rodzaj Toxoplasma

Gatunek Toxoplasma gondii

1.1.2. Cykl rozwojowy

Do pelnego cyklu rozwojowego T. gondii wymaga dwoch zywicieli:
posredniego — ptaki, ssaki, w tym czlowiek (rozmnazanie bezplciowe) i1 ostatecznego —
ssaki kotowate (rozmnazanie plciowe). W cyklu tym wyrdznia si¢ trzy nast¢pujace
formy rozwojowe (Rys. 1) [Dubey i wsp., 1998]:

» tachyzoity (gr. tachys — szybko) — formy szybko namnazajace si¢ wegetatywnie;

> cysty tkankowe zawierajace bradyzoity (gr. bradys — wolno) — formy przetrwalne,
wolno namnazajace si¢ wegetatywnie;

» oocysty powstajace podczas rozmnazania plciowego — formy przetrwalne

zawierajace sporozoity.
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‘ SC

Rys. 1. Formy rozwojowe T. gondii: A) tachyzoit w wakuoli pasozytniczej (PV);
B) cysta tkankowa zawierajgce tysigce bradyzoitow (BZ — bradyzoity; SC — §ciana cysty tkankowej); C)
oocysta (SO — $ciana oocyty; SC — sporocysty; SZ — sporozoity) [Dubey i wsp., 1998].

W organizmie zywicieli posrednich pasozyt namnaza si¢ wewnatrzkomérkowo
przez podziat bezpiciowy (schizogonia) (Rys. 2) [Black i Boothroyd, 2000; Dytnerska
i wsp., 2004]. Po zarazeniu z oocyst uwalniane sg sporozoity, ktore penetrujg nablonek
oraz $ciang jelita cienkiego, a nastgpnie z fagocytami drogg naczyn krwiono$nych
I limfatycznych docierajag do osrodkowego ukladu nerwowego, mig$ni, ptuc i galki
ocznej. W wyniku inwazji do komorek zywiciela pasozyt namnaza si¢ bardzo szybko w
wakuolach pasozytniczych, tworzac pseudocysty zawierajace wiele tachyzoitow.
Uwalniane ze zniszczonych komoérek zywiciela tachyzoity atakuja nastepnie kolejne
komorki. W przypadku pierwotnego zarazenia jest to tak zwana ostra faza inwazji. Na
skutek zmiany warunkéw takich jak pH, stan zapalny, podwyzszona temperatura, itp.,
a takze odpowiedzi immunologicznej uktadu odpornosciowego, tachyzoity w tkankach
i narzadach przechodzg w formy spoczynkowe (bradyzoity), ktére zamknicte sg
w cystach tkankowych. Oznacza to, ze faza ostra inwazji przeszta w przewlekta
I namnazanie pasozyta nie jest juz tak dynamiczne i po pewnym czasie zostaje
catkowicie zahamowane. U osobnikow z prawidlowo funkcjonujagcym ukladem
odporno$ciowym cysty utrzymuja si¢ w organizmie zywiciela az do $mierci nie
wywotujagc zadnych zmian czy zaburzen. W momencie obnizenia odpornosci
u zywiciela na skutek immunosupresji, zespotu nabytego niedoboru odpornosci AIDS
(ang. Acquired Immunodeficiency Syndrome), czy radioterapii moze dojs¢ do
reaktywacji zarazenia i ponownej inwazji do komorek zywiciela.
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Rys. 2. Schemat cyklu rozwojowego T. gondii [Black i Boothroyd, 2000].

Zywicielem ostatecznym pasozyta sa kotowate, ktdre zarazaja sie najczesciej
poprzez spozycie migsa zawierajacego cysty tkankowe. Podobnie jak u zywicieli
posrednich réwniez dla kotowatych wszystkie formy rozwojowe sa zdolne do
wywolania inwazji. U zywiciela ostatecznego T. gondii penetruje komoérki nablonkowe
jelita cienkiego, gdzie powstajg schizonty, ktore na skutek podzialow tworzg merozoity,
a te po kolejnych podziatach przechodza w gametocyty. Nastgpnie z gametocytéow
powstaja makro- 1 mikrogamety, ktore po fuzji tworza zygoty (oocysty), ktore nastepnie
wydalane sg przez okres 2-3 tygodni wraz z katem w liczbie ok. 10 milionow dziennie.
Wydalone oocysty w kolejnych dniach przeksztalcaja si¢ w sporocysty, w ktorych
W wyniku sporogonii powstajg cztery sporozoity. Oocysty wydalane wraz z kalem,
mimo wplywu czynnikéw zewngtrznych i zmiennych warunkow sSrodowiskowych,
potrafia zachowaé¢ wlasciwosci inwazyjne nawet przez okres dwoch lat [Black
i Boothroyd, 2000; Dytnerska i wsp., 2004].

1.1.3. Budowa komorki

Komorki pasozyta maja asymetryczny, potksigzycowaty ksztalt, przypominajacy
rogalika. Biegun apikalny jest lekko wydluzony i zaostrzony, natomiast biegun tylny
wyraznie zaokraglony (Rys. 3).
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Rys. 3. Pasozyty T. gondii widziane przy uzyciu mikroskopu elektronowego podczas
opuszczania komorki zywiciela. A) Tachyzoit pod blong komorki zywiciela (strzatka), tachyzoit na
zewnatrz komorki zywiciela (grot), peknieta btona komorki zywiciela (gwiazdka). B) Pasozyt (P),
ktorego potowa komorki wysuneta si¢ juz z btony komorki zywiciela (m), cytoszkielet btony komorki
zywiciela (gwiazdka). C) Grupa pasozytow o wydtuzonych konoidach (strzatki), ktoéra podczas
opuszczania komorki zywiciela zniszczyta jej btong. D) Pojedyncza komorka pasozyta probujaca przebié
blong komorki zywiciela, posiadajaca wyrdzniajacy si¢ biegun apikalny (c) [Caldas i wsp., 2010].

Komorki pasozyta T. gondii posiadaja trzy blony — pierwsza z nich to
zewngetrzna blona plazmatyczna, a nastepne dwie tworza tak zwany kompleks blon
wewnetrznych. Na apikalnym biegunie komorki znajduja si¢ pier§cienie polarne.
Pierwszy z nich odpowiedzialny jest za wzmacnianie kompleksu blon wewngetrznych,
natomiast drugi tgczy si¢ z mikrotubulami tworzacymi uzebrowanie komorki pasozyta.
Na biegunie tym znajduje si¢ tez konoid zbudowany z szesciu mikrotubul biorgcy
udziat w inwazji pasozyta do komorek zywiciela. Na apikalnym koncu komorki
umieszczone sa charakterystyczne dla typu Apicomplexa organelle wydzielnicze takie
jak roptrie, ktorych szyjki umiejscowione s3 w konoidzie oraz mikronemy (Rys. 4).
Ponadto w komorce pasozyta znajduja si¢ takze granule o duzej gestosci, ktorych ilos¢
i lokalizacja uzalezniona jest od formy rozwojowej. Wymienione powyzej trzy
organelle komérkowe podczas inwazji pasozyta do komorek zywiciela wydzielaja
odpowiednie biatka, ktorych zadaniem jest umozliwienie przylaczenia si¢ do
receptorow komorkowych, sfaldowanie blony komodrkowej w okre§lonym miejscu,
utworzenie komplekséw budujacych potaczenie ruchome tzw. ,,moving junction” oraz
wakuoli pasozytniczej. W komorkach T. gondii znajduja si¢ takze charakterystyczne dla
wszystkich Eucaryota organelle takie jak aparat Golgiego, siateczka §rodplazmatyczna
i mitochondria [Black i Boothroyd, 2000; Dubey i wsp., 1998].
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Rys. 4. Budowa morfologiczna komérki T. gondii z uwzglgdnieniem organelli wydzielniczych.
Po lewej — tachyzoit, po prawej — bradyzoit [Dubey i wsp., 1998].

Por tylny

1.1.4. Przebieg inwazji T. gondii do komdérek Zywiciela

Pasozyt T. gondii posiada zdolno$¢ inwazji do szerokiego spektrum komoérek
i do aktywnej penetracji wykorzystuje aktynowo-miozynowy kompleks motoryczny.
Sugeruje to, 1z pierwotniak wyksztalcit mechanizm pozwalajacy na adhezje do wielu
receptorow komoérkowych lub tez sam posiada receptor, ktory utatwia mu przylaczanie
do wszystkich komorek jadrzastych. Wigzaniu komorek pasozyta sprzyja obecnos$¢ na
powierzchni komorek zywiciela lamininy, heparyny oraz innych glikozaminoglikanow
i proteoglikanow. Umozliwia to adhezje do komoérek poprzez tworzenie wigzan
Z lektyng i antygenami powierzchniowymi rodziny SAG (ang. surface antigens),
znajdujacymi si¢ na powierzchni komoérek T. gondii [Carruthers, 2002; Carruthers
i Boothroyd, 2007].

Pierwszym etapem kaskady prowadzacej do wniknigcia komorki pasozyta jest
jego ustawienie w odpowiedniej orientacji wzgledem komorki zywiciela 1 nast¢pnie
rozpoznanie przez bialka SAG receptoréw powierzchniowych (Rys. 5). W nastgpstwie
tego procesu wzrasta stgzenie jonow Ca’* w komoérkach pasozyta, co powoduje
rozpoczecie produkeji biatek mikronem i ich akumulacj¢ w mikronemach w apikalnym
koncu komorki [Carruthers i wsp., 1999; Caldas i wsp., 2010]. W wyniku
nagromadzenia tych bialek na powierzchni pasozyta pojawiaja si¢ dwa glowne
kompleksy adhezyjne: peinigcy zasadnicza role w adhezji kompleks MIC6-MIC1-
MIC4, a nastepnie kompleks MyoA (ang. myosin A motor complex) zbudowany
Z biatek mikronem MIC2 i M2AP (zwigzany z aldolazg wigzacg filamenty aktynowe).
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W konsekwencji przemian, ktére zaszly w komorce pasozyta wydzielane sg biatka
mikronem AMAI1 oraz biatka pochodzace z szyjki roptrii (RON, ang. rhotry neck
protein) tworzace stabilne kompleksy budujgce strukture ruchomego potaczenia (MJ,
ang. moving junction). Nastepnie przy udziale miozyny oddziatujacej z kompleksem
MyoA rozpoczyna si¢ wsuwanie komorki pasozyta, czemu towarzyszy rowniez sekrecja
pozostalych biatek roptrii (ROP, ang. rhoptry antigens), do cytoplazmy komorki
zywiciela. Komorka pasozyta aktywnie penetruje w glab na zasadzie ,.ciagniecia”,
kolejne biatka mikronem odcinane sg przez romboido-podobne proteazy. Gdy cata
komoérka T. gondii przejdzie przez struktur¢ MJ, blona zewn¢trzna zamyka si¢ za
tylnym biegunem pasozyta tworzac wakuolg pasozytnicza, w ktérej dochodzi do
sekrecji kolejnych bialek i namnazania pierwotniaka [Carruthers i wsp., 2000;
Carruthers i Boothroyd, 2007].
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Rys. 5. Schemat adhezji i inwazji pasozyta T. gondii do komoérki zywiciela [Carruthers
i Boothroyd, 2007].

1.2.  Charakterystyka wybranych antygenow T. gondii
1.2.1. Rodzaje antygenow

Od kilkudziesigciu lat prowadzone sa badania majace na celu poznanie pehne;j
budowy antygenowej T. gondii. Na podstawie uzyskanych dotychczas wynikow
okreslono jakie antygeny biora udzial w poszczegdlnych etapach inwazji pasozyta do
komorek zywiciela. Daje to mozliwo$¢ stworzenia lekéw blokujacych mechanizmy
komorkowe kluczowe dla poczatkowych etapdw inwazji oraz szczepionek, ktore beda
stymulowaly wytwarzanie swoistych przeciwciat skierowanych przeciw antygenom
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powierzchniowym pasozyta badz na ich fragmenty, pozostajace na zarazonych
komorkach zywiciela po inwazji. W stosowanych obecnie testach diagnostycznych do
wykrywania zarazenia T. gondii stosuje si¢ glownie antygeny natywne, ktorych
otrzymanie wymaga hodowli pasozyta na liniach komorkowych lub zwierzgtach
laboratoryjnych. Poznanie pelnej struktury antygenowej T. gondii umozliwia zatem
roOwniez bezpieczng produkcje antygendéw rekombinantowych, ktére moga by¢
zastosowane jako nowe narzedzia diagnostyczne.

Antygeny T. gondii znajduja si¢ na powierzchni blony komérkowej, w cytozolu
a takze w organellach wydzielniczych takich jak roptrie, mikronemy oraz granule
0 duzej gestosci skad uwalniane sg podczas inwazji pasozyta do komorki zywiciela.
Buduja i wypehiajg one takze wnegtrze wakuoli pasozytniczej i cysty tkankowe;j.
Przeprowadzone do tej pory badania pozwolity pozna¢ juz znaczng czg$¢ antygendw
pasozyta [Dlugonska 1 Dytnerska, 1999; 2003], ktére podzielono na cztery glowne
grupy:

1. Antygeny powierzchniowe SAG (ang. surface antigens)

Grupa antygenow powierzchniowych zakotwiczonych w blonie zewngetrznej
pasozyta za  pomoca reszt  glikozylofosfatydyloinozytolu  (GPI,  ang.
glycosylphosphatidylinositol), do ktorej zalicza si¢ najwigcej jak do tej pory poznanych
biatek tachyzoitow. Glowng funkcja tych antygendéw jest rozpoznawanie i przytaczanie
si¢ do receptorow powierzchniowych komorek zywiciela.

2. Antygeny mikronem MIC (ang. microneme antigens)

Grupa antygenow, ktérych produkcja uzalezniona  jest od
wewnagtrzkomorkowego stezenia jonow wapnia. Antygeny MIC tworza kompleksy
adhezyjne lub wystepuja w postaci pojedynczych biatek, ktorych sekrecja odbywa sie
z organelli wydzielniczych mikronem. Do ich funkcji nalezg adhezja i zaburzanie
integralnosci blony komorkowej zywiciela oraz umozliwienie penetracji do wnetrza
komorek.

3. Antygeny roptrii ROP (ang. rhoptry antigens)

Grupa biatek wydzielanych z szyjki lub glowki roptrii, ktore umozliwiaja
odpowiednio sfaldowanie btony komorkowej zywiciela oraz formowanie wakuoli
pasozytniczej.

4. Antygeny granul o duzej gestosci GRA (ang. dense granule antigens)

Antygeny wydzielane przez granule o duzej gestosci zaliczane sa do antygendéw
sekrecyjno-wydzielniczych ESA (ang. excreted-secreted antigens), ktore stanowig do
80% antygenow wykrywanych we wczesnej fazie toksoplazmozy. Biatka te pehig role
w budowaniu wnetrza wakuoli pasozytnicze;.
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1.2.2. Antygeny mikronem

Pasozyt T. gondii w apikalnym koncu komorki posiada liczne owalne organelle
wydzielnicze (mikronemy), z ktérych odbywa si¢ sekrecja wielu bialek MIC.
Przeprowadzone w ostatnich latach badania pozwolilty na scharakteryzowanie
kilkunastu antygenow mikronem [Dowse i Soldati, 2004]. W zaleznosci od formy
rozwojowej pasozyta poziom ekspresji gendéw kodujacych dane biatka mikronem jest
zréznicowany (charakterystyczny dla okreslonej formy), na przyktad biatko MIC6
produkowane jest przez tachyzoity, a biatka MIC7 i MIC9 przez bradyzoity [ Meissner
i wsp., 2002]. Wszystkie biatka mikronem posiadajg charakterystyczng budowg zlozong
z sekwencji sygnalnej, domeny odpowiedzialnej za adhezje oraz C-koncowego
fragmentu cytoplazmatycznego. Struktura biatek mikronem (Rys. 6) bogata jest
W r6znego typu domeny wplywajace w posredni lub bezposredni sposdb na zdolnosé
adhezji 1 penetracji pasozyta do komorek zywiciela. Sg to migdzy innymi domeny
transmembranowe (TM, ang. transmembrane domain) wystepujace w biatkach MIC2,
MIC6-MIC9, MICI12 oraz AMAI1 (pozwalajagce na kotwiczenie antygenow w blonie
zewnetrznej komorki pasozyta). Innymi przyktadami sg liczne domeny EGF (ang.
Epidermal Growth Factor-like domain), domeny tworzace tak zwane ogony
cytoplazmatyczne, sekwencje trombospondyno-podobne typu 1 (TSP-1, ang.
thrombospondine-like sequence/domain type-1), domeny TSR-1 (ang. thrombospondin
type-1 repeats) zbudowane z trzech powtorzen TSP-1, domeny lektyno-podobne,
domeny glikozylofosfatydyloinozytolo-podobne (ang. glycosylphosphatidylinositol-like
domain) i wiele innych. Produkcja biatlek mikronem uzalezniona jest od wysokiego
wewnatrzkomorkowego stezenia jonéw Ca®*, ktdre zostaje osiagnicte w momencie gdy
antygeny SAG rozpoznaja receptory powierzchniowe komorek zywiciela [Carruthers
i Sibley, 1999; Caldas i wsp., 2010]. Podczas poszczegdlnych etapow szlaku
sekrecyjnego bialka mikronem ulegajg modyfikacjom proteolitycznym w retikulum
endoplazmatycznym oraz aparacie Golgiego, skad w postaci pojedynczych antygenow
lub zlozonych kompleksow adhezyjnych trafiaja do mikronem, z ktérych odbywa si¢
ich sekrecja na powierzchni¢ komorki.
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Rys. 6. Schematyczne struktury domenowe biatek mikronem [Carruthers i Tomley, 2008].

Bialka mikronem biorg udziat w pierwszym zasadniczym etapie inwazji
pasozyta do komorek zywiciela. Do antygenoéw tych zaliczane sg biatka zakotwiczone
W blonie oraz biatka rozpuszczalne, wszystkie wykazujace do siebie wzajemnie
powinowactwo, ktore umozliwia tworzenie stabilnych kompleksow adhezyjnych (Rys.
7). Kompleksy MIC6-MIC1-MIC4 oraz MIC8-MIC3 odpowiedzialne sg za
ukierunkowang adhezje do receptorow powierzchniowych komoérek zywiciela, co
pozwala na stworzenie potaczenia pomiedzy komoérkami. Biatka mikronem budujace
kompleks MIC2-M2AP (Rys. 7C) petlig rowniez zasadniczg rolg w przemieszczaniu
si¢ oraz penetracji pasozyta w glgb komorek jadrzastych. Posiadaja one bowiem
zdolnos¢ do tworzenia pofgczenia z systemem aktynowo-miozynowym, ktory daje site
napedowa wykorzystywang przez pasozyta do lokomocji [Carruthers i Sibley, 1997;
Carruthers, 2002; Carruthers i Boothroyd, 2007; Soldati i Meissner, 2004]. Podczas
penetracji pasozyta w kierunku od bieguna apikalnego do tylnego w glab komorki
zywiciela, pojawiajace si¢ na jego powierzchni kompleksy adhezyjne wigzg sie
Z receptorami powierzchniowymi, a wykorzystane we wczesniejszych etapach
wsuwania biatka mikronem odcinane s3 za pomoca proteaz serynowych romboido-

podobnych.
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Rys. 7. Schematyczna budowa domenowa kompleksow adhezyjnych T. gondii: A)
heterotrimeryczny kompleks adhezyjny zbudowany z antygenow MIC6, MIC1 i MIC4; B) kompleks
adhezyjny zbudowany z antygené6w MIC8 i MIC3; C) heterodimeryczny kompleks zbudowany
z antygenow MIC2 i M2AP. Objasénienia: E — domena EGF, MAR — domena powtérzen adhezyjnych
mikronem, A — domena jabtka, L — domena lektynopodobna, | — domena integryno-podobna typu I, M —
sze$¢ powtorzen sekwencji trombospondyno-podobnych, B — domena B-Kartki, C — fragment C-koncowy
biatka, N — fragment N-koncowy biatka, Pro i Coil — prodomeny ulegajace usunigciu w aparacie
Golgiego [Carruthers, 2002].

1.2.3. Antygen MIC1

Rozpuszczalne biatko MIC1 o masie czasteczkowej 49 kDa jest jednym
z pierwszych odkrytych bialek mikronem [Fourmaux i wsp., 1996]. Wykazano, iz
w przypadku braku tego biatka zdolnos¢ pasozyta do inwazji w glab komorek zywiciela
zostaje znacznie zredukowana [Cerede i wsp., 2005]. Jest to antygen wielofunkcyjny,
oddzialujacy z innymi bialkami mikronem. Stanowi rdzen prawdopodobnie
najwazniejszego kompleksu adhezyjnego MIC6-MIC1-MIC4 T. gondii. Oprocz
wigzania si¢ do receptorow komorkowych biatko MIC1 peni réwniez zasadniczg rolg w
tworzeniu i transporcie catego kompleksu na powierzchni¢ komorki pasozyta. Biatko to
okreslane jest mianem laktozo-specyficznej lektyny posiadajacej zdolnos¢ do wigzania
si¢ z receptorami glikoproteinowymi zawierajagcymi laktozg, znajdujacymi si¢ na
powierzchni komorek zywiciela [Lourenco i wsp., 2001]. Biatko MIC1 (Rys. 8A)
zawiera na C-koncu domene¢ galektyno-podobna, odpowiedzialng za prawidlowe
zlozenie antygenu oraz stabilizacj¢ bialka transblonowego MIC6 o masie 34 kDa.
Antygen MIC6 sklada si¢ z trzech domen EGF, z ktorych jedna odcinana jest podczas
transportu kompleksu adhezyjnego z retikulum endoplazmatycznego poprzez aparat
Golgiego do mikronem, zawiera tak zwany region kwasny oraz domeng
transmembranowg stanowigca zakotwiczenie w blonie zewngtrznej pasozyta [Reiss
iwsp., 2001]. Do N-koncowej domeny biatka MIC1 przylaczane jest biatko MIC4
(bedace rozpuszczalnym antygenem o masie 61 kDa, bogatym w cysteing), ktorego
domeny tworzg strukture tak zwanego jabtka po utworzeniu mostkoéw disiarczkowych.
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Ze wzgledu na fakt, iz antygen MIC1 pelni tak zréznicowane funkcje przeprowadzono
wiele badan aby pozna¢ dokladny mechanizm tworzenia i dziatania kompleksu MIC6-
MIC1-MIC4. Badania skupity si¢ w szczegdlnosci na N-koncowych domenach
antygenu MIC1. Na poczatku sadzono, iz sa to domeny sktadajace si¢ z sekwencji
trombospondyno-podobnych TSP [Fourmaux i wsp., 1996; Reiss i wsp., 2001]. Po kilku
latach dokfadniejszych badan stwierdzono natomiast, ze s3 to zdegenerowane
powtorzenia sekwencji trombospondyno-podobnych typu 1 (TSR1) [Saouros i wsp.,
2005]. W swietle badan opublikowanych w 2008 roku przez Sawmynaden i wsp. podaje
si¢, 1z N-koncowe domeny MIC1 stanowig zupetnie nowe, charakterystyczne tylko dla
typu Apicomplexa struktury, skladajace si¢ z tandemowych powtdrzen motywodw
wigzacych [Sawmynaden i wsp.,, 2008]. Ta nowa rodzing domen nazwano
powtdrzeniami adhezyjnymi biatek mikronem (MAR, ang. Micronem Adhesive Repeat)
[Blumenschein i wsp., 2007; Hager i Carruthers, 2008; Sawmynaden i wsp., 2008].
Wykazano, iz domeny te posiadajag homologie do domen trombospondyno-podobnych,
jednakze wazniejszym odkryciem byla ich zdolno$¢ do wigzania rozgalezionych
weglowodanow posiadajacych dwa lub wiecej terminalnych kwasow sjalowych. Kazda
z domen MAR w swojej strukturze zawiera beczke skladajaca si¢ z pigciu B-nici.
W strukturze beczek znajduja si¢ tzw. kieszenie wigzace kwasy sjalowe, co umozliwia
wigzanie receptorow powierzchniowych komorek zywiciela. Ponadto sekwencja domen
MARL1 i MAR2 jest homologiczna tylko w 27%, natomiast sama budowa przestrzenna
jest bardzo podobna. Domeny roznig si¢ miedzy sobg obecnoscig B-palca na C-koncu
MAR?2, ktory prawdopodobnie odpowiada za polaczenie biatka MIC1 z antygenem
MIC4. W roku 2007 przebadano ok. 200 zwigzkow zawierajacych terminalne kwasy
sjalowe, ktore wchodza w sklad receptoréw komorkowych [Blumenschein i wsp.,
2007]. Wyniki tych badan pozwolity stwierdzi¢, ze biatko MIC1 wykazuje preferencje
w szczegdlnosci do receptorow komorek nerwowych 1 komoérek budujacych istotg szarg
moézgu. Thimaczy to w pewnym stopniu obraz kliniczny choroby w przypadku
objawowego zarazenia pasozytem oraz obecno$¢ cyst tkankowych w mozgu.
Przeprowadzone badania pozwolily takze okresli¢, iz domena MAR1 wykazuje
mniejsze powinowactwo do receptorow powierzchniowych w porownaniu z MAR2.
Najprawdopodobniej do zwigzania receptorOw wymagane sg obie domeny MAR lub tez
kompleks MIC6-MIC1-MIC4 posiada bardziej skomplikowang budowe niz sagdzono do
tej pory, jak przedstawiono na Rys. 8C. Stwierdzono ponadto, iz galektyno-podobna
domena biatka MIC1 moze si¢ wigza¢ zarowno z domeng EGF3 i EGF2 biatka MIC6,
co oznacza, iz dwa biatka MIC1 taczg si¢ z MIC6 [Carruthers, 2002].
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Rys. 8. A) Schematyczna budowa domenowa biatek MIC1, MIC4 oraz MIC6 T. gondii
[Carruthers, 2002]. B) Budowa kompleksu adhezyjnego MIC6-MIC1-MIC4 [Carruthers, 2002]. C) Drugi
model budowy kompleksu adhezyjnego MIC6-MIC1-MIC4 [Sawmynaden i wsp., 2008].

1.2.4. Antygen MIC3

Adhezyna MIC3 sklada si¢ z domeny lektyno-podobnej, pieciu domen EGF
cze$ciowo nachodzacych na siebie (reszty aminokwasowe 118-159, 147-189, 190-236,
237-290 oraz 262-343) oraz sekwencji wigzacej chityne (reszty aminokwasowe 8§3-
129). Ponadto biatko posiada jedno potencjalne miejsce N-glikozylacji oraz 12 miejsc
fosforylacji i jest bogate w reszty cysteiny (34 reszty aminokwasowe), ktore tworza
mostki disiarczkowe [Cerede i wsp., 2002; Dowse i Soldati, 2004; Striepen i wsp.,
2001]. Antygen MIC3 eksprymowany jest jako prekursor homodimeru o wielkosci ok.
90 kDa, po proteolitycznym odcieciu N-koncowego fragmentu o wielkosci 66 reszt
aminokwasowych powstaje dojrzaly antygen zbudowany z dwdéch monomerow
sktadajacych si¢ z 329 reszt aminokwasowych potaczonych mostkami disiarczkowymi.
Antygen MIC3 wchodzi w skfad kompleksu adhezyjnego MIC3-MICS8, w ktorym
biatko MIC8 petni funkcje¢ kierujaca. Po wydzieleniu kompleksu MIC3-MIC8
Z mikronem, kierowany jest on na powierzchni¢ komorek pasozyta i podobnie jak dwa
pozostate kompleksy adhezyjne mikronem petni kluczowa role¢ w procesie inwazji do
komorek zywiciela [Cerede i wsp., 2002; Dowse i Soldati, 2004; Soldati i wsp., 2001].
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Homodimer MIC3 w kompleksie pelni role czynnika wigzacego si¢ z biatkami oraz
weglowodanami  wystepujacymi na powierzchni receptorow komorek zywiciela.
Zdolno$¢ do wigzania si¢ z takimi receptorami komdérkowymi sugeruje, iz pasozyt moze
wnikngé praktycznie do wszystkich komorek zywiciela [Carruthers i Sibley, 1999;
Soldati i wsp., 2001].

1.2.5. Antygen MAG1

Waznym antygenem budujagcym macierz cysty pomigdzy komorkami
bradyzoitow oraz jej $ciane jest biatko MAG1 (ang. cyst matrix antigen) o masie 65
kDa [Parmley i wsp., 1995]. Natywny antygen MAG1 zawiera peptyd sygnalny
zbudowany z 25 reszt aminokwasowych. Biatko bogate jest w kwasne reszty
aminokwasowe stanowigce 18% (12% Glu oraz 6% Asp), zawiera rowniez 12%
aminokwasow zasadowych (6% Arg oraz 6% Lys). Antygen MAG1 posiada zbudowang
z 36 reszt aminokwasowych wewnetrzng hydrofobowa domeng bogatg w reszty proliny.
Na podstawie analizy komputerowej okreslono 12 miejsc fosforylacji oraz 2 miejsca
mirystylacji w obrebie sekwencji aminokwasowej bialka MAGI1. Poczatkowo ze
wzgledu na lokalizacje biatka sadzono, iz jest to antygen, ktory mozna wykorzystac
jako marker charakterystyczny dla formy rozwojowej bradyzoitow. Dlatego tez
szczegbdlng uwage poswiecono temu antygenowi, jednakze po kilku latach dalszych
badan okazalo si¢, ze ekspresja genu kodujacego biatko MAG1 zachodzi na nizszym
poziomie réwniez w tachyzoitach [Parmley i wsp., 1994]. Uznano, ze biatko to
(w zaleznosci od formy rozwojowej pasozyta) musi ulega¢ réznym modyfikacjom
postranslacyjnym, co potwierdzily wyniki uzyskane po przeprowadzeniu testow
Western blotting i testu immunoenzymatycznego ELISA (ang. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) z wykorzystaniem przeciwcial anty-MAGI1. Okazalo sie
bowiem, ze w lizacie tachyzoitéw znajduja si¢ az dwie formy tego biatka, podczas gdy
w ekstrakcie z cyst tkankowych tylko jedna. Obecnos¢ antygenu MAGI u r6znych form
rozwojowych potwierdzily tez badania przeprowadzone w innych osrodkach
naukowych, w ktorych niezalezne grupy wedlug réznych schematéw klonowaly gen
magl i1 wyprodukowaly rekombinantowe antygeny MAGI. Przeprowadzone nastgpnie
z ich wykorzystaniem testy immunoenzymatyczne zarowno w przypadku surowic od
0s0b z wczesng 1 przewlekla faza choroby dawaty wyniki dodatnie, co potwierdzato, iz
swoiste przeciwciata anty-MAG1 musza by¢ syntetyzowane w niedlugim czasie od
momentu zarazenia danego pacjenta pasozytem [Di Cristina i wsp., 2004; Holec i wsp.,
2007; Pfrepper i wsp., 2005].

1.2.6. Antygen SAG1

Antygen SAG1 (P30) jest glownym biatkiem powierzchniowym tachyzoitow
T. gondii nalezacym do tzw. super-rodziny biatlek SRS (ang. SAG1-related sequence

24



proteins) powigzanych z sekwencja SAG1. Wszystkie bialka SRS sg zwigzane z blong
pasozyta przez kotwice glikozylofosfatydyloinozytolowa oraz charakteryzuja si¢
podobienstwem reszt aminokwasowych w granicach od 25-35%, a ich masa
czasteczkowa wynosi od 30-45 kDa [He i wsp., 2002]. Antygen SAG1 ma mas¢
czasteczkowa 30 kDa, zbudowany jest z 336 reszt aminokwasowych, posiada
sekwencje sygnalng na N-koncu, ktéra odpowiada za jego lokalizacje na powierzchni
komorek pasozyta oraz krotki odcinek hydrofobowy na C-koncu [Nagel i Boothroyd,
1989]. Dzigki zawartosci 12 reszt cysteiny natywny antygen SAGI1 przybiera
specyficzng strukture trzeciorzedowa poprzez wytworzenie mostkow disiarczkowych,
ktore powodujag powstanie immunologicznie istotnych epitopow. Ponadto dzigki
badaniom krystalograficznym ustalono, iz antygen SAG1 na powierzchni pasozyta
wystepuje jako dimer (Rys. 9), zbudowany z 2 domen D1 oraz 2 domen D2. N-
terminalne domeny (D1) skladajg si¢ ze 129 reszt aminokwasowych, a C-terminalne
domeny (D2) ze 126 reszt aminokwasowych. Domeny D1 1 D2 zbudowane sg z B-
kanapek 1 petli ztagczonych razem przez trzy mostki disiarczkowe. Dwie domeny DI
formuja pomiedzy soba rowek skladajagcy sie z dodatnio natadowanych reszt
aminokwasowych, ktory stanowi potencjalne miejsce wigzania ujemnie natadowanych
proteoglikandw na powierzchni komorek zywiciela (zawierajacych reszty siarczanowe)
np. siarczan heparyny lub czynnik wzrostu fibroblastow [Graille i wsp., 2005; He
i wsp., 2002]. Antygen SAG1 odgrywa prawdopodobnie istotng rol¢ w inwazji pasozyta
do komorek zywiciela oraz modulacji zarowno odpowiedzi immunologicznej zywiciela
jak i zjadliwos$ci pasozyta. Moze rdwniez zapewnia¢ pasozytowi ochrong niezb¢dng do
przezycia w srodowisku [Lekutis i wsp., 2001].

DODATNIO NALADOWANY ROWEK

£ |
s
\\

(:_/_

D vy
“i

-~ &
\ '\( & '.

KOTWICE GPI

Rys. 9. Schematyczna struktura homodimeru bialka SAG1. Kolorem zielonym oznaczono
fragmenty biatka odpowiadajace epitopom konformacyjnym, kolorem czerwonym oznaczono fragmenty
bialka stanowigce rusztowanie czasteczki, kolorem niebieskim oznaczono fragmenty biatka
odpowiadajace regionom skierowanym w kierunku btony pasozyta [Graille i wsp., 2005].
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1.2.7. Antygen SAG2

Antygen SAG2 jest drugim antygenem powierzchniowym pasozyta T. gondii
nalezacym do rodziny biatek SRS [Jung i wsp., 2004]. W zalezno$ci od szczepu oraz
formy rozwojowej pasozyta moze dochodzi¢ do ekspresji roznych wariantow biatka
zklastra genow. U tachyzoitow wystepuja formy SAG2A oraz SAG2B,
a u bradyzoitow formy SAG2C, SAG2D, SAG2X oraz SAG2Y [Cong i wsp., 2013].
Jednak najistotniejsza wystepujacg forma tego antygenu jest biatko SAG2A (P22)
zbudowane ze 186 reszt aminokwasowych o masie 22 kDa [Santana i wsp., 2012].
Antygen SAG2A podobnie jak biatko SAGI wystgpuje w formie homodimeru,
polaczonego za pomocg mostkow disiarczkowych, posiada tylko jedng unikalng
domenge, wykazujaca pewne podobienstwo do domeny D1 antygenu SAG1 [He i wsp.,
2002]. Nieuporzadkowana sekwencja aminokwasOw w obrgbie tej domeny tworzy
niespotykang w innych biatkach specyficzng petle na C-koncu antygenu o wysokim
fadunku hydrofobowym, ktora wynika z obecno$ci w pozycji 134 reszty argininy oraz
w pozycji 137 kwasu asparaginowego, odpowiadajgca prawdopodobnie za wigzanie do
receptorOw komorek zywiciela. W zwigzku z w/w wlasciwosciami antygen SAG2A
zostat zakwalifikowany do grupy wewnetrznie nicustrukturyzowanych biatek TUP (ang.
intrinsically unstructured proteins), ktore uznawane sg za czynniki wirulencji oraz
czynniki powodujace wystepowanie choréb neurodegeneracyjnych, zdolne oddziatywac
Z ro6znymi czgsteczkami w komorkach lub na ich powierzchni [Macedo i wsp., 2013].
Antygen posiada rowniez N-terminalng sekwencje sygnalng odpowiedzialng za
kiecrowanie biatka na powierzchni¢ komoérki pasozyta oraz jej zakotwiczenic w blonie
poprzez wigzanie pomiedzy GPI, a 169 resztg leucyny [Macedo i wsp., 2013]. Antygen
SAG2A wspdlnie z antygenem SAGI podczas ostrej fazy choroby uznawane sg za
najbardziej immunogenne oraz wzbudzaja najsilniejsza odpowiedz immunologiczng
W obrebie grupy antygenow powierzchniowych. Dlatego tez oba te antygeny uznawane
sg za specyficzne markery wczesnej fazy toksoplazmozy [Cunha-Junior i wsp., 2010;
Lekutis i wsp., 2000; 2001].

1.2.8. Antygen ROP1

Antygen ROP1 nalezy do grupy antygendw roptrii, ktore petnig prawdopodobnie
kluczowg rolg w inwazji pasozyta do komorek zywiciela. Antygen ROP1 o masie 61
kDa zbudowany jest z 396 reszt aminokwasowych, wystepuje u tachyzoitow,
bradyzoitow oraz sporozoitow [Garcia i wsp., 2004]. Antygen ROP1 zaliczany jest do
grupy antygenow wydalniczo-wydzielniczych ESA. Biatko ROPI nalezy do I klasy
antygenOw roptrii 1 bierze udzial we wczesnej fazie procesu inwazji pasozyta do
komorek zywiciela. O czym $wiadczy fakt, iz jest wydzielany do wnetrza formujace;j si¢
wakuoli pasozytniczej podczas wnikania pasozyta do komorek zywiciela, po czym
w ciggu kilku godzin od inwazji jego wydzielanie zostaje zahamowane [Bradley
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i Boothroyd, 1999; 2001; Bradley iwsp., 2002; Saffer i wsp., 1992; Soldati i wsp.,
1995; 1998]. Antygeny z grupy ESA podczas wydzielania z organelli ulegaja
proteolitycznej obrobce poprzez odcigcie propeptydu sygnalnego. W przypadku biatka
ROP1 ma to miejsce na N-koncu antygenu, pomiedzy 83 reszta kwasu glutaminowego,
a 84 reszta alaniny [Bradley i Boothroyd, 1999]. Powstaly w ten sposob dojrzaty
antygen ROP1 posiada charakterystyczny asymetryczny fadunek, wynikajacy
z tandemowych o$mioaminokwasowych powtérzen bogatych w reszty kwasu
glutaminowego oraz proliny [Soldati i wsp., 1998]. Miejsca te odpowiadaja
prawdopodobnie za heterotypowe oddziatywania z innymi biatkami. Wcze$niejsze
badania pokazaly, iz wykorzystanie fragmentow antygenu ROP1 do konstrukcji
szczepionek DNA (ang. deoxyribonucleic acid) indukuje ochronng odpowiedz
immunologiczng. Antygen ROPI jest roOwniez uznawany za specyficzny marker
pozwalajagcy na roznicowanie wczesnej 1 przewleklej toksoplazmozy [Bradley
i Boothroyd, 2001; Holec-Gasior i wsp., 2009; Soldati i wsp., 1998].

1.2.9. Antygeny granul o duZej gestosci GRALl, GRA2 i GRAG6

Grupa antygenoéw granul o duzej gestosci GRA, charakteryzuje sie stosunkowo
malg masg czasteczkowg biatlek w zakresie od 21-41 kDa [Cortez i wsp., 2008].
Wszystkie biatka GRA wydzielane przez pgcherzyki granul o duzej gestosci nalezg do
grupy antygenow ESA oraz petnig wazng role w modyfikacjach strukturalnych wakuoli
pasozytniczej, w ktorej rozwija si¢ pasozyt T. gondii, w szczego6lnosci w budowie
wewnetrznej sieci mikrotubul MNN (ang. membranous nanotubular network) oraz
membrany wakuoli pasozytniczej PVM (ang. parasitophorous vacuole membrane).
Antygeny z grupy GRA stanowig rodzin¢ bialek o nietypowej budowie. Wraz
Zrozwojem technik stosowanych w biologii molekularnej pojawiaja si¢ kolejne
doniesienia na temat proponowanych struktur poszczegdlnych antygenéw nalezacych
do tej rodziny oraz pelionych przez nich funkcji.

Antygen GRA1 (P24) o masie 24 kDa zbudowany jest z 190 reszt
aminokwasowych i wystgpuje zarowno u tachyzoitow jak i bradyzoitow. Biatko GRA1
zawiera dwie domeny EF dloni (ang. EF hand domain), ktore sktadaja si¢ z a-helisy(E)-
petli-a-helisy(F) pomigdzy resztami aminokwasowymi 79-109 oraz 126-152 (Rys. 10),
ktore sa odpowiedzialne za wigzanie jonow Ca** rownomiernie wewnatrz calej wakuoli
pasozytniczej. Antygen GRA1 moze wplywaé na wzrost stezenia jondw Ca*
i modulowaé¢ wewnatrzkomorkowe uwalnianie tych jondw, co sugeruje jego wazng rolg
fizjologiczng w inwazji do komoérek zywiciela [Cesbron-Deleuw i wsp., 1989; Coppens
i wsp., 1999; Lin i wsp., 2010]. Biatko GRA1 bierze udziat w budowie wewng¢trznej
sieci mikrotubul MNN oraz membrany wakuoli pasozytniczej PVM [Cesbron-Deleuw
iwsp., 1989; Coppens i wsp., 1999]. Oprocz wczesniej opisanych funkcji antygen

GRA1 zwigzany jest rOwniez z silng stymulacja uktadu odpornosciowego zywiciela,
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obecno$¢ w sekwencji biatka epitopéw rozpoznawanych przez limfocyty B sugeruje, iz
antygen ten moze by¢ wykorzystany jako sktadnik potencjalnej szczepionki przeciwko
toksoplazmozie oraz jako marker przewleklej fazy choroby [Beghetto i wsp., 2001,
Cesbron-Deleuw i wsp., 1989].

Antygen GRA2 o masie 28 kDa zbudowany jest ze 185 reszt aminokwasowych.
Poczatkowo twierdzono, iz antygen GRA2 posiada 23 aminokwasowy, hydrofobowy
peptyd sygnalny, dwie amfipatyczne a-helisy pomiedzy resztami aminokwasowymi 69-
87 oraz 99-116 otoczone hydrofilowymi domenami zbudowanymi z 46 i 69 reszt
aminokwasowych odpowiednio na N- i C-koncu [Mercier i wsp., 1993; 1998; Parmley
i wsp., 1993; Sibley i wsp., 1995]. W $wietle najnowszych badan przypuszcza sig, iz
zbudowany jest z trzech amfipatycznych o-helis pomiedzy resztami aminokwasowymi
70-92, 95-110 oraz 119-139 otoczonych hydrofilowymi domenami zbudowanymi z 46
reszt aminokwasowych zaréwno na N- i C-koncu (Rys. 11) [Travier i wsp., 2008].
Uzyskane wyniki wskazujg na nietypowa budowe biatka GRA2, amfipatyczne a-helisy
wystepuja powszechnie w biatkach na N- lub C-koncu, w przypadku antygenu GRA2 sg
zlokalizowane w centralnej cz¢sci. Posiadajace dodatni tadunek amfipatyczne a-helisy
obecne w biatku GRA2 odpowiedzialne sg prawdopodobnie za wigzanie ujemnie
natadowanych fosfolipidow [Trevier 1 wsp., 2008]. Antygen GRA2 bierze udziat
W budowie wewnetrznej sieci mikrotubul MNN, ktora rozcigga si¢ w $§wietle wakuoli
pasozytniczej 1 odpowiada za stabilne polgczenia komodrek pasozyta z membrang
wakuoli pasozytniczej PVM [Mercier i wsp., 1993; 1998; Sibley i wsp., 1995].
Prawdopodobnie tworzy z innymi antygenami granul kompleks biatkowy GRA2-
GRA4-GRAG6, ktory buduje sie¢ mikrotubul MNN [Labruyere i wsp., 1999; Mercier
i wsp., 2005]. Przypuszcza si¢, iz kompleks jest stabilizowany przez hydrofobowy
charakter niektorych domen biatek GRA2 i GRA6 oraz zdolno$¢ antygenu GRA4 do
interakcji typu bialko-biatko. Wykazano, iz wprowadzenie mutacji w genie gra2
w obrebie sekwencji kodujacych poszczegdlne a-helisy limituje zdolno$¢ antygenu do
tworzenia wewngetrznej sieci mikrotubul MNN, co moze wptywac na zdolno$¢ pasozyta
do dalszej inwazji [Travier i wsp., 2008].

Antygen GRA6 o0 masie 32 kDa zbudowany jest z 230 reszt aminokwasowych.
Biatko GRAG6 posiada nietypowa budowe, poniewaz hydrofobowy peptyd sygnalny nie
jest zlokalizowany na samym N-koncu antygenu, znajduje si¢ dopiero pomiedzy 17-40
reszta aminokwasowa, hydrofobowa domena transmembranowa zawiera si¢ miedzy
153-171 reszta aminokwasowa i otoczona jest dwoma hydrofilowymi regionami
zbudowanymi z 112 i 59 reszt aminokwasowych odpowiednio na N- i C-koncu (RYys.
11). C-koniec antygenu bogaty jest w reszty glicyny (24%) i prawdopodobnie wptywa
na funkcje strukturalne biatka [Labruyere i wsp.; 1999, Lecordier i wsp., 1995].
Antygen GRAG6 odpowiada za wigzanie si¢ z membrang wakuoli pasozytniczej PVM

oraz bierze udziat w budowie wewnetrznej sieci mikrotubul MNN [Gendrin 1 wsp.,

28



2010]. Wykazano, iz nokaut genu gra6 powoduje zmiany wewnetrznej sieci mikrotubul
MNN, co sugeruje, ze pelni on wazng role w modyfikacjach wewnatrz wakuoli
pasozytniczej [Mercier i wsp., 2002]. Prawdopodobnie antygen GRA2 inicjuje
powstawanie wewnetrznej sieci mikrotubul MNN, antygen GRA6 odpowiada za jej
stabilizacje, a oddzialujacy z powyzszymi biatkami antygen GRA4 tworzy
multimeryczny kompleks GRA2-GRA4-GRA6, ktory moze bra¢ udzial w transporcie
sktadnikow odzywczych oraz bialek wewnatrz wakuoli pasozytniczej PV [Labruyere
i wsp., 1999; Mercier i wsp., 2005].

GRA1 | sp
1 24 79 109 126 152 190
24 69 95 110 140 185
GRA2 | sp NT (46 aa) al a2 a3
1 23 70 92 119 139
17 40 153 171
GRAG6 SP NT (112 aa)

1 41 152 172 230

Rys. 10. Schematyczne przedstawienie prawdopodobnej budowy antygenéw GRA1, GRA2 oraz
GRAG. Skroty: SP- peptyd sygnalny; EF — domena EF dtoni; NT- region/domena N-koncowa; CT-
region/domena C-koncowa; al-a3 — amfipatyczne a-helisy; TMD — domena transmembranowa [ha
podstawie Cesbron-Deleuw i wsp., 1989, Travier i wsp., 2008, Lecordier i wsp., 1995].

1.3.  Toksoplazmoza u ludzi
1.3.1. Epidemiologia

Zarazenie T. gondii jest szeroko rozpowszechnione na catym $wiecie, zaroOwno
w przypadku ludzi jak i zwierzat. Czesto$¢ wystgpowania zarazenia jest uzalezniona
miedzy innymi od regionu geograficznego, zwyczajow zywieniowych oraz warunkow
sanitarnych. Szacuje si¢, iz od 25-30% populacji $wiata jest zarazona T. gondii
[Montoya i Liesenfeld, 2004]. W Stanach Zjednoczonych zarazonych jest od 20-30%
populacji ludzkiej, 25% w Japonii, 60% w Holandii i Wioszech, 50% we Francji, 35%
w Finlandii i od 50-60% w Polsce [Spiewak i Matafiej, 1996; Uminski i wsp., 1994].

Czlowiek zaraza si¢ pasozytem najczesciej droga pokarmowa, poprzez spozycie
surowego lub niedogotowanego migsa zawierajacego cysty tkankowe, czy tez jedzenie
nieumytych warzyw i owocOéw zanieczyszczonych katem kota, w ktorym znajduja si¢
oocysty. Niebezpieczenstwo stanowi takze picie niepasteryzowanego mleka oraz
zanieczyszczonej wody. Transmisja pasozyta moze zaj$¢ réwniez droga lozyskowa,
kiedy matka przekazuje do plodu tachyzoity obecne w leukocytach krwi pgpowinowe;.
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Do innych drég zarazenia, zaliczy¢é mozna przeszczepy narzadow oraz transfuzje krwi
od dawcow, ktorzy sa zywicielami pasozyta, czlowiek zarazi¢ moze si¢ roOwniez
poprzez otwarte rany, np. podczas prac polowych lub w czasie prac z materialem

zakaznym.
1.3.2. Podzial toksoplazmozy

Toksoplazmozie nie towarzysza charakterystyczne objawy pozwalajace na
szybkie i jednoznaczne postawienie diagnozy na podstawie obrazu klinicznego.
Ze wzgledu na przyjete kryteria toksoplazmoze dzieli si¢ na odpowiednie
jednostki chorobowe [Kruszewski i Miller, 2004]:
e Mmoment zarazenia — Wrodzona, nabyta;
e przebieg choroby — ostra, podostra, przewlekta, utajona;
e objawy kliniczne — bezobjawowa, objawowa w okresie narastania objawow,
objawowa w okresie cofania si¢ objawow;
e Sposob zarazenia — pierwotna, nawrotowa;
e umiejscowienie zmian patologicznych — narzagdowa, uktadowa, uogolniona.

1.3.3. Objawy kliniczne toksoplazmozy

Obraz kliniczny toksoplazmozy moze charakteryzowac si¢ objawami o réznym
stopniu nasilenia, co w gldwnej mierze zalezy od zjadliwosci szczepu T. gondii
I sposobu zarazenia oraz od zdolnosci do wywolania odpowiedzi humoralnej
i komorkowej przez pobudzony ukltad immunologiczny. U o0s6b z prawidlowo
funkcjonujacym  uktadem odpornosciowym  zarazenie przebiega zazwyczaj
bezobjawowo. U niektdrych pacjentow pojawiaja si¢ objawy typowe dla przezigbienia
tzn. powigkszenie wezlow chlonnych, bole miegsni, goraczka 1 ogodlne ostabienie.
Choroba stanowi natomiast powazne zagrozenie dla 0sob z niedoborami odpornosci,
W szczegdlnosci dla pacjentow poddanych transplantacji narzadoéw, W przebiegu chorob
nowotworowych, u chorych na AIDS lub u o0s6b przyjmujacych leki
immunosupresyjne. W tych przypadkach objawy chorobowe to najczesciej skutek
reaktywacji latentnego zarazenia. Do najczestszych objawdw toksoplazmozy u oséb
Z obnizona odpornoscig zalicza si¢ gorgczke 1 silne bole glowy, zapalenie phuc,
zapalenie mig$nia sercowego, zapalenie spojowek lub naczyniowki, zapalenie opon
mozgowo-rdzeniowych, zapalenie mie$ni szkieletowych oraz uszkodzenia uktadu
nerwowego [Paul, 2004].

Najwigksze zagrozenie toksoplazmoza stanowi jednak dla kobiet w cigzy.
Pierwotne zarazenie pasozytem u kobiet tuz przed zaplodnieniem lub w czasie trwania
cigzy wigze si¢ z duzym ryzykiem przej$cia tachyzoitow poprzez tozysko do plodu.
W zalezno$ci od zaawansowania cigzy moze to si¢ wigza¢ z roéznymi skutkami,

zarazenie w pierwszym trymestrze wywotuje najczesciej poronienie lub przedwczesny
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por6éd noworodka z uogélniong toksoplazmoza przypominajaca posocznice bakteryjna.
Do innych objawow toksoplazmozy wrodzonej wywolanej na skutek zarazenia
pasozytem w pierwszym trymestrze zalicza si¢ zajecie osrodkowego uktadu nerwowego
tj. zapalenie moézgu, rdzenia kregowego, mézgowe porazenie dzieciece, wodoglowie,
matoglowie, zwapnienia wewnatrzczaszkowe, zaburzenia napig¢cia mig$niowego,
zapalenie siatkowki 1 naczynidowki i opdznienie w rozwoju psychoruchowym. Zarazenie
pasozytem w pdzniejszych trymestrach prowadzi najczgsciej do przyjscia na $wiat
dziecka z wrodzong toksoplazmoza, bez widocznych bezposrednio objawow choroby.
U niektérych noworodkow stwierdza si¢ tak zwang triade Sabina—Pinkertona
(wodoglowie 1 maloglowie, zapalenie siatkdéwki 1naczynidwki, zwapnienie
srodmoézgowe), U innych obserwuje si¢ mozgowe porazenie dzieciece, powickszenie
$ledziony i1 watroby. U dzieci z wrodzong toksoplazmozg mimo, iz na poczatku
W wiekszosci przypadkow nie wystepuja zadne objawy w pozniejszym wieku stwierdza

si¢ uszkodzenia narzgdu wzroku i stuchu lub uposledzenie umystowe [Paul, 2005].

1.4.  Toksoplazmoza u zwierzgt
1.4.1. Epidemiologia

Toksoplazmoza jest jednostkag chorobowg stanowigcg duze ryzyko dla ludzi,
a jedng z gldéwnych drog transmisji pasozyta do organizmu cztowieka jest spozywanie
niedogotowanego lub surowego migsa, a takze nieodpowiednio przetworzonych
produktow mlecznych pochodzacych od zwierzat hodowlanych. Mimo, iz na terenie
Unii Europejskiej zgodnie z dyrektywa 2003/99/EC powinno si¢ monitorowac¢ sytuacje
epidemiologiczng chordb pasozytniczych u zwierzat hodowlanych, w wielu krajach nie
ma regulacji prawnych, ktore narzucatyby kontrole nad czestoscig wystepowania
zarazenia T. gondii [Kijlstra i Jongert, 2009]. Z racji mozliwo$ci zarazania szerokiego
rezerwuaru zwierzat stalocieplnych toksoplazmoza stanowi rowniez powazny problem
weterynaryjny. Jest uwazana za jedng z glownych przyczyn strat reprodukcyjnych
W hodowli zwierzat w szczeg6lnosci owiec, koz, bydla oraz trzody chlewnej. Ryzyko
wystepowania wspomnianej choroby u zwierzat jest praktycznie identyczne jak u ludzi
i uwarunkowane jest gldwnie sposobem odzywiania, regionem geograficznym, jak
roOwniez warunkami sanitarnymi w jakich bytuja zwierzgta oraz typem hodowli.
Sposrod zwierzat hodowlanych cysty tkankowe T. gondii wykrywa si¢ najczesciej
u owiec, koz, bydta i §win oraz z mniejsza czgstotliwoscig u drobiu, krolikow i koni
[Tenter iwsp., 2000]. Najczestszym zrodlem zarazenia dla zwierzat sg sporulujace
oocysty, ktore dostaja si¢ do Srodowiska bytowania zwierzat wraz z fekaliami
zarazonego kota, badZz poprzez pozywienie lub wode. Siano, sloma oraz zboze
zanieczyszczone odchodami kota, ktore czesto stanowig zarowno zrodlo pokarmu jak
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I Scidtke chlewng stanowig prawdopodobnie gldwne zrodlo zarazenia dla wielu zwierzat
hodowlanych.

Koty ze wzgledu na fakt, iz sa zywicielami ostatecznymi pasozyta T. gondii
stanowig intersujaca grupe zwierzat do badan przesiewowych. Odsetek zarazonych
kotow na catym $wiecie r6zni si¢ w zaleznos$ci od wieku, srodowiska zycia oraz rodzaju
bytowania kota. W Stanach Zjednoczonych w najwigkszym badaniu diagnostycznym
dotyczacym tej grupy zwierzat stwierdzono obecnos¢ swoistych przeciwcial przeciwko
T. gondii u 31% badanej populacji [Dubey i Jones, 2008]. W poréwnaniu z krajami
europejskimi, odsetek seropozytywnych kotow w USA jest nizszy niz odnotowany np.
we Francji - 43%, Szwecji - 42% czy Turcji - 43%. Porownywalne wyniki otrzymano
we Wioszech - 9-33%, natomiast najwyzsze odnotowano w Republice Czeskiej - 59%,
Stowenii - 57% i w Niemczech - 34-51% [Sroka i wsp., 2007]. W badaniach
serodiagnostycznych przeprowadzonych w Polsce na terenie Lubelszczyzny w 2007
roku stwierdzono obecno$¢ swoistych przeciwciat antytoksoplazmowych u 50,9%
populacji badanych kotéw [Sroka i wsp., 2007]. We wcze$niejszych latach podobng
seroprewalencje dla calego kraju wykazano w 2002 roku - 52,5% [Smielewska-Eo$
i Pacon, 2002], natomiast najwyzszy odsetek wynikow dodatnich na poziomie 70,6%
odnotowano w 2004 roku [Michalski i Platt-Samoraj, 2004].

W wielu krajach migso $win, nalezy do najczeSciej spozywanych przez
czlowieka, w zwigzku z tym wieprzowina zawierajgca cysty tkankowe pasozyta moze
stanowi¢ potencjalne zrodlo =zarazenia. Szacuje si¢, iz Srednia seroprewalencja
toksoplazmozy u $win wynosi od 10-20% [Dubey, 2009a], jednakze czestose
wystepowania pasozyta u osobnikow nalezacych do tego gatunku zwierzat
W poszczegbdlnych krajach europejskich waha si¢ od 0-64% [EFSA, 2007; Tenter i wsp.,
2000]. W badaniach epidemiologicznych przeprowadzonych w Polsce obecnosé
swoistych przeciwcial antytoksoplazmowych stwierdzono u 19,2% badanej populacji
$win [Holec-Gasior i wsp., 2010].

Sposrod zwierzat, ktorych migso jest spozywane przez cziowieka, owce sg
najbardziej podatne na zarazenie pierwotniakiem. Na §wiecie prowadzono wiele badan,
majacych na celu analize czynnikow ryzyka zwigzanych z wystgpowaniem przeciwcial
antytoksoplazmowych u owiec. Badania z Serbii pokazuja, ze u zwierzat hodowanych
w duzych stadach odnotowano wiecej wynikow seropozytywnych w poréwnaniu ze
zwierzetami z matych, przydomowych gospodarstw [Dubey, 2009b]. W Europie $rednia
seroprewalencja toksoplazmozy u owiec oszacowana zostata na 35,9%, niemniej jednak
czestos¢ wystepowania w poszczegdlnych krajach waha sie od 4-92% [EFSA, 2007;
Tenter i wsp., 2000]. Wedtug badan epidemiologicznych przeprowadzonych w Polsce,
odsetek owiec zarazonych pasozytem wynosi ok. 50% [Gorecki i wsp., 2008].

Spozycie koniny stanowi istotng czegs¢ tradycji kulinarnych w krajach Azji
Srodkowej, Ameryki Poludniowej, a takze w niektérych krajach Europy, takich jak
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Francja i Wlochy. Najczesciej Swiezg koning spozywa si¢ pod postacig japonskiego
basashi, wloskiego carpaccio czy tatara. W zwiazku z powyzszym jedzenie surowego
konskiego migsa stanowi potencjalne zrédlo transmisji pasozyta dla czlowieka.
W Europie s$rednia seroprewalencja toksoplazmozy u koni oszacowana zostala na
25,8%, niemniej jednak czgsto$¢ wystepowania w poszczegodlnych krajach waha si¢ od
0-80% [Tassi, 2007].

1.4.2. Objawy toksoplazmozy u zwierzgt

U zwierzat inwazja pierwotniaka T. gondii w wielu przypadkach przebiega
bezobjawowo, a jedynym potwierdzeniem przebytego zarazenia jest obecnos¢
swoistych przeciwcial anty-T. gondii. Jesli jednak objawy zwigzane z toksoplazmoza
wystepuja, to najcze¢sciej sa niespecyficzne, np. brak apetytu, biegunka, wymioty,
atakze znaczny spadek masy ciala i ostabienie. Najpowazniejsze konsekwencje
zarazenia obserwowane sg u owiec, kéz, §win oraz bydta. Toksoplazmoza u tych
zwierzat moze nies¢ powazne konsekwencje kliniczne zwigzane w szczegodlnosci
z mozliwosciami reprodukcyjnymi. Analogicznie jak u czlowieka, u ci¢zarnych
zwierzat pasozyt moze zosta¢ przekazany od matki do ptodu, co najczgsciej prowadzi
do ronien. We wczesnym okresie cigzy, polknigecie 0o0cCyst i rozwodj pierwotnego
zarazenia u ci¢zarnych samic, skutkuje najczeSciej obumarciem embrionu, jego
roztozeniem i wchlonigciem wewnatrz macicy. W tej fazie cigzy oprocz poronien moze
rowniez dochodzi¢ do mumifikacji plodowej. Zwierzeta zarazone w pozniejszych
etapach cigzy moga miec¢ slabsze potomstwo, miode moga przetrwac, ale rowniez
umrze¢ w ciggu kilku tygodni po porodzie. Ponadto, mogg si¢ urodzi¢ osobniki
niezdolne do samodzielnego przyjmowania pokarmu. Niektore doroste zwierzeta po
zarazeniu W OKresie cigzy mogg sta¢ si¢ niezdolne do dalszej reprodukcji [Buxton,
1998].

Niepozadane skutki zarazenia pasozytem mozna tatwo zobrazowa¢ na hodowli
owiec, ktora jest bardzo istotna dla ekonomii wielu krajow, przede wszystkim ze
wzgledu na produkcje welny owczej. Nalezy podkresli¢, iz wetna owiec zarazonych
pierwotniakiem znacznie traci na jako$ci w poroéwnaniu z wetng zdrowych zwierzat.
Toksoplazmoza stanowi przyczyne strat ekonomicznych dla hodowcow owiec, takze ze
wzgledu na spontaniczne ronienia u chorych, cig¢zarnych samic, czego bezposrednia
konsekwencja sa straty liczebnosci owiec w danym stadzie. W 2003 roku odnotowano,
ze na terenie 15 krajow nalezacych do Unii Europejskiej prowadzono hodowle 86 min
owiec, z czego ¥a+ w Wielkiej Brytanii, Hiszpanii, Wloszech i1 Francji. Badania
wykazaly, ze w Wielkiej Brytanii choroba ta jest odpowiedzialna za 1-2% $mierci
nowonarodzonych jagnigt rocznie. Rozprzestrzenienie niniejszej choroby sigga wielu
krajow, a w roku 2003 stanowila przyczyn¢ ponad 1,25 milionow strat w hodowli owiec
w krajach Unii Europejskiej [Dubey, 2009b].
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1.5. Diagnostyka toksoplazmozy
1.5.1. Wykrywanie przeciwcial antytoksoplazmowych u ludzi

Wriasciwe zdiagnozowanie zarazenia T. gondii oraz fazy choroby ma szczegodlne
znaczenie w przypadku kobiet w cigzy, plodéw, noworodkow z wrodzong
toksoplazmoza oraz 0so6b z obnizong odpornosciag. Wykorzystywane do tego celu testy
opieraja si¢ glownie na okresleniu miana przeciwciat klasy IgG i IgM oraz awidnosci

przeciwcial klasy 1gG (Rys. 11).

Awidnos¢ IgG

-7 T T T~ lgG

Poziomy przeciwciat
% M ISOUPIMY

1 tydzien 1 miesiac 6 miesiecy 1 rok 2 lata

Rys. 11. Dynamika poziomow przeciwciatl klasy IgA, IgM, IgG oraz wzrostu awidnosci
przeciwcial IgG [www.abbottdiagnostics.pl].

Pierwszymi przeciwciatami pojawiajacymi si¢ w krwiobiegu w drugim tygodniu
od momentu zarazenia sg przeciwcial klasy IgM, ktorych miano wzrasta przez nastepne
cztery tygodnie [Lipska i wsp., 2000]. Przeciwciata te utrzymuja si¢ przez okoto cztery
miesigce, po czym zanikaja. Obecnos$¢ przeciwcial tej klasy wskazuje w wigkszosci
przypadkoéw na wczesng faze toksoplazmozy [Bessieres i wsp., 1992; Bitkowska i wsp.,
1996]. U niektorych pacjentow immunoglobuliny IgM moga jednak utrzymywac sie¢ w
surowicy nawet przez kilkadziesigt miesiccy od momentu pierwotnego zarazenia
[Camargo i Leser, 1976].

W krazeniu po ok. 3-4 tygodniach od momentu zarazenia pojawiajg si¢
przeciwciala klasy IgG, ktérych miano gwaltownie wzrasta przez nast¢gpne dwa
miesigce. Po tym okresie poziom przeciwciat IgG powoli spada przez kilka lat, po czym
niskie miano przeciwcial utrzymuje si¢ w krazeniu do konca zycia [Nichthauser-
Chajecka, 1999; Pfrepper i wsp, 2005].

Na podstawie korelacji pomigdzy mianem przeciwciat IgM i IgG mozna ustali¢
w niektorych przypadkach faze choroby np. dodatni wynik dla przeciwcial klasy IgM
oraz wzrastajacy przy kolejnych badaniach poziom przeciwciat IgG moze wskazywaé
na wczesng faze choroby. Jednakze w wigkszosci przypadkdéw konieczne jest
przeprowadzenie dodatkowych testow na obecno$¢ przeciwciat klasy IgA lub/i IgE lub
tez wymagane jest okreslenie awidnos$ci przeciwciat IgG (co jest bardziej powszechne
w rutynowej diagnostyce choroby). Przeciwciala IgA i IgE pojawiaja si¢ w ustroju

mniej wigcej w tym samym czasie co przeciwciata IgM, jednakze ich wykrycie wymaga
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zastosowania bardzo czulych testow, ktére w niektoérych przypadkach i tak nie
pozwalaja na poprawne zdiagnozowanie fazy choroby [Bitkowska i wsp., 1996;
Sobieszczanska i wsp., 1997]. Test oznaczajacy awidno$¢ przeciwciat IgG okresla site
wigzania kompleksow antygen-przeciwcialo, ktéra wraz z rozwojem choroby wzrasta
[Inouye i wsp., 1984; Radkowski i wsp., 1996]. Metoda ta pozwala na jednoznaczne
okreslenie fazy choroby, w odniesieniu do wynikow testow na obecno$¢ przeciwciat
klasy IgM 1 1gG [Ashburn i wsp., 1998; Lappalainen i Hedman, 2004; Sobieszczanska,
2002]. Zaleta oznaczania awidnos$ci jest réwniez mozliwo$¢ poznania przyblizonego
momentu zarazenia.

1.5.2. Metody wykorzystywane w diagnostyce toksoplazmozy

Glowna role w diagnostyce toksoplazmozy odgrywaja testy posrednie,
opierajace si¢ na badaniach serologicznych, pozwalajace wykry¢ przeciwciata
poszczegolnych klas. Testy takie powinny charakteryzowaé si¢ wysoka czuloscig
I swoistoscig, uzyskiwaniem powtarzalnych wynikOw oraz prostotg wykonania.
Pierwszym zastosowanym w diagnostyce toksoplazmozy testem byl opracowany przez
Sabina i Feldmana w 1948 roku tak zwany odczyn barwny DT (ang. dye test) [Sabin
i Feldman, 1948]. Mimo wysokiej specyficznosci i czulo$ci, jest on obecnie stosowany
tylko jako test referencyjny — glownie ze wzgledu na ograniczenie jakim jest brak
zdolnosci do réznicowania klas przeciwcial. Obecnie w diagnostyce toksoplazmozy
wykorzystuje sie¢ glownie testy immunoenzymatyczne, z ktorych najbardziej
rozpowszechniony jest test ELISA. Stosowane do serodiagnostyki toksoplazmozy testy
zostaty zebrane w tabeli 2.
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Tab. 2. Charakterystyka testow stosowanych w serodiagnostyce toksoplazmozy [Sroka

i Ziomko, 2008].

METODA

ZALETY

WADY

Test barwny o metoda referencyjna brak réznicowania klas przeciwciat
Sabina-Feldmana e wykrywanie wczesnych przeciwciat konieczno$¢ pracy z zywym pasozytem
) o wysoka czuto$¢ i swoistosc konieczno$¢ stosowania §wiezego
(antygen Zywy) e powtarzalno§¢ wynikow dopetniacza
Odczyn

. .. o metoda referencyjna
immunofluorescencji e wykrywanie specyficznych przeciwciat konieczno$¢ posiadania mikroskopu
posredniej e mozliwos¢ ustalenia miana przeciwciat wizualne odczytywanie wynikow
(antygen utrwalony o wykrywanie klas przeciwciat mozliwos¢ reakcji krzyzowych
formaling) e powtarzalno$¢ wynikow
Odczyn wigzania . . , L .
. konieczno$¢ poréwnania z innymi
dopetniacza testami
(antygen czuto$¢ uzalezniona od odczynnikow

cytoplazmatyczny)

trudne wykonanie

Odczyn hemaglutynacji
biernej
(antygen somatyczny)

mata wrazliwo$¢ na przeciwciala
naturalne

negatywne wyniki w przypadku
toksoplazmozy wrodzonej

brak mozliwos$ci roznicowania klas
przeciwciat

niespecyficzno$¢ w przypadku niskiego
miana przeciwcial

Odczyn aglutynacji
bezposredniej
(antygen utrwalony

o wysoka czuto$¢ i swoistosé
o wykrywanie przeciwciat klasy IgG i

IgM

e prostota wykonania

wysokie miano IgG moze maskowac
obecnos¢ IgM

konieczno$¢ stosowania
2-merkaptoetanolu wiazacego

formaling) e niski koszt przeciwciata naturalne i IgM
Odczyn aglutynacji
lateksowej . brak mozliwos$ci roznicowania klas
(antygen * prostota wykonania przeciwciat

cytoplazmatyczny)

Test aglutynacja
immunoabsorpcyjnej
ISAGA (antygen

utrwalony formaling)

wykrywanie swoistych przeciwcial klas
1gA; 1gM; IgE
wykorzystanie adsorpcji przeciwciat

odczyt wizualny
konieczno$¢ odpowiedniego
przygotowania antygenu

Test ELISA
(antygen
cytoplazmatyczny;

iloSciowe i jako§ciowe oznaczanie
przeciwcial i antygenéw w materiale
biologicznym

o wysoka czutosc¢ i specyficznosc

wykrywanie przeciwciat wszystkich

konieczno$¢ posiadania odpowiedniej
aparatury

o jakosc testu zalezy od przygotowania

blonowy) klas antygenu
e automatyzacja
TeEea ool
(antygen klgs W P at wezystde konieczno$¢ posiadania odpowiedniej

cytoplazmatyczny;
btonowy)

mozliwo$¢ porownania surowicy matki
i surowicy z krwi pepowinowej
automatyzacja

aparatury

o konieczno$¢ kalibracji aparatury

Druga grupa przeprowadzanych badan opiera si¢ na metodach bezposrednich,

wykrywajacych gtownie komorki pasozyta, badz jego DNA. Obecno$¢ pasozyta mozna

wykry¢ w badaniach mikroskopowych preparatow barwionych metoda May-Grunwalda

lub Giemsy. Jednakze, ze wzgledu na niewielka liczb¢ komorek pasozyta w preparatach

mikroskopowych testy te maja male znaczenie diagnostyczne. Czgéciej wykorzystuje
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si¢ metody immunofluorescencyjne z zastosowaniem przeciwcial monoklonalnych oraz
metody immunohistochemiczne, np. reakcja z kompleksem peroksydaza-
antyperoksydaza (PAP, ang. peroxidase anti-peroxidase complex) lub fosfataza
alkaliczna-antyalkaliczna fosfataza (APAAP, ang. alkaline phosphatase anti-alkaline
phosphatase complex) [Walochowa i Dzbenski, 1989]. Czulg metodg pozwalajacg na
wykrycie pasozyta jest tak zwana proba biologiczna; ktéra polega na zarazeniu myszy
podejrzanym materialem biologicznym. Po uptywie od 3 do 60 dni identyfikuje si¢
pasozyta na podstawie analizy wysicku otrzewnego, narzadow wewngtrznych lub
mézgowia zarazonych myszy. Obecno$¢ pasozyta stwierdza si¢ bezposrednio
w hodowlach tkankowych ludzkich fibroblastow plodowych MRCS5 (ang. Medical
Research Council cell 5) oraz linii monocytéw THP (ang. Human acute monocytic
leukemia cell line) zarazonych badanym materiatem biologicznym. Kolejnym z badan
jest wykrywanie tak zwanego antygenu krazacego T. gondii; ktory jest niezalezny od
obecnosci i1 klasy swoistych przeciwcial; pojawia sie on glownie podczas pierwotnego
zarazenia; ale rOwniez podczas reaktywacji i utrzymuje si¢ przez okres od 2-3 tygodni.
Antygen krazagcy wykrywa sie metodami immunoenzymatycznymi, technikami
immunoelektroforezy, podwodjnej dyfuzji w zelu i metodg Western Dblotting.
W diagnostyce toksoplazmozy u ludzi wykorzystywane sa takze badania obrazowe
takie jak USG (ang. ultrasonography), RTG (ang. roentgenography), tomografia
komputerowa, angiografia fluoresceinowa, pozwalajagce na wykrycie ognisk zwapnien
oraz zmian patologicznych w narzadach wewnetrznych oraz moézgu. Coraz Szersze
zastosowanie w diagnostyce toksoplazmozy majg narzedzia biologii molekularnej
wykorzystujgce reakcje¢ tancuchowa polimerazy PCR (ang. polymerase chain reaction)
oraz metody hybrydyzacyjne ze specyficznymi sondami. Sg to metody charakteryzujgce
si¢ wysokg czulo$cig i specyficznoscig, pozwalajgce okreslic nawet szczep T. gondii,
ktory wywolal zarazenie. Jednak metody te wymagaja odniesienia si¢ do wynikow
innych testow diagnostycznych ze wzgledu na brak mozliwosci stwierdzenia czy
wykryty materiat genetyczny pochodzi od pasozytow odpowiedzialnych za pierwotng

toksoplazmoze, czy tez inwazje w wyniku reaktywacji latentnego zarazenia [Gotab,
1995].

1.6.  Antygeny rekombinantowe

1.6.1. Zastosowanie antygenow rekombinantowych w diagnostyce

toksoplazmozy u ludzi

Diagnostyka toksoplazmozy opiera si¢ gldwnie na testach serologicznych.
Czulo$¢ 1 swoisto$¢ tych testow uzalezniona jest od kilku czynnikow, z ktoérych
najwazniejsze to poziom poszczego6lnych klas przeciwciat produkowanych na skutek

zarazenia oraz jako$¢ wykorzystywanych w testach antygendw. W zasadzie czlowiek
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moze wplyna¢ tylko i wylacznie na jako$¢ 1 czystos¢ antygendw. Najbardziej
rozpowszechnione w diagnostyce toksoplazmozy s3 antygeny natywne (tzw.
poliwalentny antygen natywny TLA, ang. Toxoplasma Lysate Antigen). Produkcja tych
antygenéw jest niestety kosztowna, czasochlonna i pracochlonna oraz wigze si¢
Z niebezpieczenstwem zarazenia pasozytem wynikajagcym z koniecznos$ci prowadzenia
hodowli T. gondii. Dlatego tez w wielu laboratoriach pracuje si¢ nad otrzymywaniem
rekombinantowych antygenéw w dobrze scharakteryzowanych uktadach ekspresyjnych.
Nowoczesne narzgdzia inzynierii genetycznej pozwalaja tak zaprojektowaé schemat
calego klonowania 1 pozniejszej ekspresji, iz mozliwe jest otrzymywanie biatek
fuzyjnych z dodatkowymi domenami na N- i C-koncu, umozliwiajagc tym samym
pézniejsze efektywne oczyszczanie i otrzymywanie preparatow bialkowych o wysokiej
czystos$ci. Niekwestionowang zaletg takiego podejscia W produkcji antygendw jest
mozliwos¢ tatwej optymalizacji ekspresji w celu uzyskania wysokiej wydajnosci.
Dodatkowo wyeliminowane jest ryzyko zarazenia wynikajace z faktu, iz pracuje si¢
glownie z mikroorganizmami niepatogennymi, miedzy innymi z drobnoustrojami
powszechnie uznanymi za bezpieczne. Daje to mozliwos¢ otrzymywania w fatwy
I szybki sposob pojedynczych antygenow, ktore mozna zastosowaé np. jako markery
selekcyjne dla poszczegdlnych faz choroby. Zaleta produkcji rekombinantowych
antygenow T. gondii jest rowniez mozliwos$¢ stosowania pojedynczych biatek lub ich
mieszanek, ktére pozwolg na okreslenie fazy choroby, co jest szczeg6lnie istotne
z diagnostycznego punktu widzenia. Stosowanie rekombinantowych biatek w testach
daje lepsza powtarzalnos¢ wynikow, wiagze si¢ to takze z latwiejsza standaryzacja
i mozliwo$cig doboru zawsze takiego samego sktadu preparatu biatkowego.

Od kilkunastu lat badania nad rekombinantowymi antygenami T. gondii
prowadzone sg rowniez w Katerze Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii
Politechniki Gdanskiej. Dotychczas wyprodukowano ponad 30 takich bialek
rekombinantowych oraz wstepnie przebadano je pod wzgledem przydatnosci do
serodiagnostyki toksoplazmozy [Hiszczynska-Sawicka i wsp., 2003; 2005; Holec, 2007;
Holec i wsp., 2007; 2008; Holec-Gagsior i wsp., 2009; Holec-Gasior i Kur, 2010;
Pietkiewicz i wsp., 2004]. W prowadzonych badaniach ocenia si¢ zdolnos¢
poszczeg6lnych antygendéw rekombinantowych do oddziatywania z przeciwciatami
obecnymi w surowicach pacjentow z wczesng 1 przewlekla toksoplazmoza

Z wykorzystaniem rdéznych testow immunodiagnostycznych.

1.6.2. Zastosowanie antygenow rekombinantowych w diagnostyce

toksoplazmozy u zwierzgt

Rozpowszechnienie toksoplazmozy ws$réd zwierzat ma znaczacy wplyw na
ryzyko wystgpienia tej jednostki chorobowej u ludzi. Kotowate jako zywiciele

ostateczni pasozyta stanowig potncjalne zroédlo zarazenia pasozytem zaréwno dla
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innych zwierzat jak i ludzi. Migso zarazonych zwierzat hodowlanych stanowi bardzo
istotny czynnik ryzyka transmisji pasozyta na czlowieka. Obecnie w diagnostyce
toksoplazmozy u zwierzat stosuje si¢ glownie rézne odmiany testow aglutynacyjnych,
ktore sa kosztowne | w zwiazku z tym nie nadaja si¢ do badania duzych populacji
zwierzat. W ciggu ostatnich 20 lat, oceniono przydatno$¢ diagnostyczng wielu
rekombinantowych antygenow T. gondii do wykrywania swoistych przeciwciat
w probkach surowic ludzkich [Holec-Gasior, 2013]. Wyniki niektorych zespotow
badawczych  potwierdzaja  rowniez  mozliwo$¢  zastosowania  antygenow
rekobinantowych do wykrywania swoistych przeciwcial antytoksoplazmowych
w surowicach zwierzat. Wyniki badan dotyczacych uzytecznosci diagnostycznej
antygenow rekombinantowych zostaly zebrane w tabeli 3 (surowice kocie), tabeli 4
(surowice $winskie) oraz tabeli 5 (surowice owcze), brak doniesien o mozliwosci
zastosowania antygenow rekombinantowych w serodiagnostyce toksoplazmozy u koni.
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