autoreferat (zatqcznik Z3a) dr Bozena Dziadek

DYPLOMY | STOPNIE NAUKOWE

1. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne z podaniem nazwy, miejsca i
roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

doktor nauk biologicznych | wydziat Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie:
dyscyplina: biologia e . < .
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska)
Uniwersytetu todzkiego,

todz, kwiecien 2000

Tytut rozprawy doktorskiej: , Wytwarzanie biatek MCP-1/JE i MCP-5
przez komoérki makrofagowe myszy pod wpltywem dziatania czynnikéw
bakteryjnych”

magister biologii Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie:
dyscyplina: biologia

specjalnosé: mikrobiologia Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska)

Uniwersytetu todzkiego,

t6dz, czerwiec 1990

Tytut pracy magisterskiej: ,, Przezywalnos$é pateczek Listeria innocua u
myszy po przeniesieniu limfocytéw syngenicznych dawcéw uczulanych
zabitymi bakteriami”
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INFORMACIJE O ZATRUDNIENIU

1. Informacje 0 dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych/artystycznych

adiunkt 2002 - obecnie

Zaktad Immunoparazytologii, Katedra
Immunologii i Biologii Infekcyjnej, Instytut
Mikrobiologii i Immunologii (po
reorganizaciji Instytut Mikrobiologii,
Biotechnologii i Immunologii), Wydziat
Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet
Lrodzki, £é6dz

asystent 1990 - 2002

Zaktad Immunologii (po reorganizacii
Katedra Immunologii), Instytut
Mikrobiologii, Wydziat Biologii i Nauk o
Ziemi, Uniwersytet todzki, £t6dz
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TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

1. Wskazanie osiagniecia naukowego” wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 ze zm.).

‘W przypadku, gdy osiggnieciem tym jest praca/prace wspolne, nalezy przedstawic
oswiadczenia wszystkich jej wspotautorow, okreslajace indywidualny wkiad kazdego
z nich w jej powstawanie (zalacznik Z.7)

»~Wlasciwosci immunogenne i immunoprotekcyjne
biatek ROP2, ROP4, GRA4 i SAG1 Toxoplasma gondii”

Przedstawione do oceny osiggniecie naukowe stanowi
monotematyczny cykl szesciu oryginalnych publikacji naukowych oraz
jedna praca przeglgdowa. Powyzsze prace zostaty przedstawione w
Tabeli 1.
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PUBLIKACJE WCHODZACE W SKLAD OSIAGNIECIA

NAUKOWEGO

Tabela 1. Publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego.

Lp.

Dane bibliograficzne

IF

punkty
MNiSW

Publikacje oryginalne

1.

Dziadek, B., Dzitko, K., Dtugonska H. Toxoplasma
gondii binds human lactoferrin but not transferrin. Exp
Parasitol 2005; 110:165-67.

1,306

25

Dziadek, B., Dziadek, J., Dtugonska, H. Identification of
Toxoplasma gondii proteins binding human lactoferrin:
A new aspect of rhopftry proteins function. Exp
Parasitol 2007; 115(3):277-82.

1,6

25

Dziadek, B., Gatkowska, J., Brzostek, A., Dziadek, J.,
Dzitko, K., Dlugonska, H. Toxoplasma gondii: The
immunogenic and protective efficacy of recombinant
ROP2 and ROP4 rhoptry proteins in murine
experimental toxoplasmosis. Exp Parasitol 2009;
123(1):81-89.

1,773

25

Gatkowska, J., Dziadek, B., Brzostek, A., Dziadek, J.,
Dzitko, K., Dtugonska, H. Determination of diagnostic
value of Toxoplasma gondii recombinant ROP2 and
ROP4 antigens in mouse experimental model. Pol J
Microbiol 2010; 59(2):137-41.

0,66

15

Dziadek, B., Gatkowska, J., Brzostek, A., Dziadek, J.,
Drzitko, K., Grzybowski, M., Dlugonska, H. Evaluation of
three recombinant multi-antigenic vaccines
composed of surface and secretory antfigens of
Toxoplasma gondii in murine models of experimental
toxoplasmosis. Vaccine 2011; 29:821-30.

3,766

30

Dziadek, B., Gatkowska, J., Grzybowski, M., Dziadek, J.,
Drzitko, K., Dlugonska, H. Toxoplasma gondii: The
vaccine potential of three trivalent antigen-cocktails
composed of recombinant ROP2, ROP4, GRA4 and
SAGI1 proteins against chronic toxoplasmosis in BALB/c
mice. Exp Parasitol 2012; 131(1):133-38.

2,154

25

Publikacja przeglgdowa

7.

Dziadek, B., Brzostek, A. Recombinant ROP2, ROP4,
GRA4 and SAGT anfigen-cocktails as possible tools for
immunoprophylaxis of toxoplasmosis: What's next?
Bioengineered 2012; 3(6):1-7.

n/d

n/d

sumaryczny IF (*zgodnie z rokiem publikaciji z wyjgtkiem

pozyciji nr 4-1F 2011) oraz punkty MNiSW2014:

11,259

145
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OMOWIENIE OSIAGNIEC NAUKOWYCH PRZEDEOZONYCH DO
OCENY

WPROWADZENIE
Kosmopolityczny pierwotniak Toxoplasma gondii, czynnik etiologiczny

toksoplazmozy, jest obligatoryinym wewngtrzkomorkowym  pasozytem
cztowieka i wielu gatunkow zwierzgt endotfermicznych. Badania
epidemiologiczne wskazujq, iz jedna frzecia populacji ludzi na Swiecie, okoto
25-30%, jest zarazonych tym pasozytem. Prewalencja toksoplazmozy
charakteryzuje  sie  bardzo duzym  zréznicowaniem  regionalnym,
determinowanym gtéwnie przez: a) czynniki klimatyczne, b) wystepowanie tej
inwazji pasozytniczej u zwierzgt hodowlanych przeznaczonych do konsumpciji
oraz c) zwyczaje zywieniowe panujgce na danym terenie, i moze wahac sie
od 10 do 80% nie tylko w obrebie jednego kraju, ale rowniez pomiedzy
roznymi spotecznosciami zamieszkujgcymi na danym obszarze. Wysoki poziom
prewalencji zarazen wywotywanych przez T. gondii stat sie podstawqg do
klasyfikowania toksoplazmozy jako ftrzeciej, réwnorzednej w stosunku do
salmonellozy i kampylobakteriozy, infekcji rozprzestrzeniajgce] sie drogqg
pokarmowq [1, 2].

Kluczowym czynnikiem warunkujgcym wysoki poziom fransmisji T. gondii
pomiedzy zywicielami jest wystepowanie w cyklu rozwojowym tego
pierwotniaka trzech postaci zyciowych, sporozoitdbw (w oocystach),
bradyzoitéw (w cystach tkankowych) i tachyzoitéw, bedgcych jednoczesnie
formami inwazyjnymi tego pasozyta. Sporozoity sg formami zamknietymi w
sporocystach, ktére z kolei, w liczbie dwdch, zlokalizowane sg w obrebie
jednej oocysty. Produkcja oocyst jest wynikiem rozmnazania ptciowego
zachodzgcego w komorkach nabtonkowych jelita cienkiego zwierzgt z
rodziny kotowatych (Felidae), jedynych znanych ostatecznych zywicieli
Toxoplasma. Po wydaleniu wraz z katem, oporne na niesprzyjajgce warunki
srodowiska zewnetrznego, oocysty podlegajg procesowi dojrzewania
(sporulacji) prowadzgcemu do powstania sporozoitdow i stajg sie w petni

inwazyjne zarowno dla zywicieli posrednich, jaok i ostatecznych. Do

Strona 5z 42



autoreferat (zatqcznik Z3a) dr Bozena Dziadek

powstawania dwdch pozostatych postaci inwazyjnych T. gondii, tachyzoitéw i
bradyzoitéw, dochodzi w trakcie cyklu rozmnazania bezptciowego
przebiegajgcego u zywicieli posrednich, a ich obecnos¢ charakteryzuje,
odpowiednio, ostrg lub przewlektg postac toksoplazmozy. Po wniknieciu, z
zakazong zywnoscig lub wodg, do przewodu pokarmowego zywiciela
posredniego, zarowno cysty tkankowe, jak i cocysty pekajg w Swietle jelita
cienkiego, co prowadzi do uwolnienia bradyzoitéw lub sporozoitow, ktdre
penetfrujg komorki nabtonkowe i rdznicujqg sie w szybko dzielgce sie
tachyzoity. Inwazyjne tachyzoity namnazajg sie wewngtrzkomorkowo w
obrebie tworzone] przez Toxoplasma unikalne] wakuoli pasozytniczej,
niepodlegajacej fuzji z endosomami i lizosomami komorek zywiciela, i wraz z
fagocytami, drogg naczyn krwionosnych i limfatycznych, przedostajqg sie do
innych tkanek. Pod wptywem prawidtowo funkcjonujgcych mechanizmow
odpowiedzi immunologicznej organizmu zywiciela, ktdére ograniczajg
niekontrolowane wewngtrzkomoérkowe namnazanie pasozyta oraz jego
rozprzestrzenianie sie na nowe tkanki i narzgdy, tachyzoity przeksztatcajq sie w
spoczynkowe bradyzoity, ktdre zostajg zamkniete w cystach tkankowych
wykazujgcych, podobnie do tachyzoitdw, tropizm do tkanki miesniowe;j
poprzecznie prgzkowanej, miesnia sercowego, gatki ocznej i osrodkowego
uktadu nerwowego. Cysty tkankowe sg formami latentnymi w cyklu
rozwojowym T. gondii i mogg zasiedlac¢ ww. tkanki i organy przez caty okres
zycia zywiciela, stanowigc w przypadku obnizenia odpornosci zrodto
reaktywaciji toksoplazmozy [3, 4].

Ogodlnoswiatowy (z  wyjgtkiem regionow biegunowych i
podbiegunowych) charakter inwazji wywotywanych przez T. gondii, szerokie
spektrum zarazanych zywicieli oraz transmisja pasozyta nie tylko pomiedzy
zywicielem ostatecznym i posSrednim, ale takze pomiedzy Zzywicielami
posrednimi  czyni toksoplazmoze waznym problemem  klinicznym i
weterynaryjnym. U oséb ze sprawnym uktadem odpornosciowym zarazenie
tym patogenem przebiega w 80% przypadkdw bezobjawowo lub skgpo
objawowo, z ograniczonymi nieswoistymi  zmianami  patologicznymi
manifestujgcymi sie w postaci limfadenopatii, ktérej moze towarzyszy<
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gorgczka, bdle miesniowe oraz bdl gardta. Pierwotna inwazja T. gondii u tych
osob indukuje siing odpowiedz immunologiczng typu komorkowego i
humoralnego, ktéra warunkuje rozwdj nie tylko frwatej immunoprotekciji, ale
rowniez utrzymujqcej sie przez caty okres zycia zywiciela przewlektej inwazji
pasozytniczej. Gwattowny rozwdj zarazenia, nierzadko zakohczony Smierciq,
obserwuje sie natomiast u chorych cierpigcych na  niedobory
immunologiczne (np. chorzy na AIDS), pacjentéw z chorobg nowotworowq i
pacjentow traktowanych immunosupresorami (np. biorcy przeszczepow), u
ktérych przyczyng rozwoju ostrej toksoplazmozy jest najczesciej reaktywacja
wczesniejszego zarazenia pierwotnego. Rozwdj ostrej toksoplazmozy u
chorych z obnizong odpornoscig moze byc¢ przyczyng zapalenia mdzgu
(objawiajgcego sie bdlem gtowy, otepieniem, beztadem, niedowtadem
potowicznym, utratg pamieci, drgawkami, a nawet $pigczkq), zapalenia
miesnia sercowego, zapalenia ptuc, zapalenia wgfroby, powiekszenia
Sledziony, zapalenia wielomiesniowego, zapalenia skérno-miesniowego,
zapalenia naczynidwki i siatkdwki oka oraz wielonarzgdowych zmian
patologicznych. Istotny problem kliniczny stanowi takze toksoplazmoza
wrodzona bedgca nastepstwem pierwotnego zarazenia kobiety ciezarnej i
wertykalnej fransmisji fachyzoitdow pasozyta przez bariere tozyskowqg do
rozwijajgcego sie ptodu o obnizonej fizjologicznej odpornosci. Toksoplazmoza
wrodzona moze prowadzi¢ do spontanicznych poronien, obumierania ptodu
w macicy, a takze jego powaznych wad wrodzonych takich, jak
wodogtowie, matogtowie, zwapnienia sréodczaszkowe, zapalenie naczynidwki
i siatkowki oka, martwica siatkdwki, zapalenie nerwu ocznego oraz
niedorozwdj psychiczny [2, 5].

. punktu widzenia medycyny weterynaryjnej, zarazenia T. gondii u
zwierzat hodowlanych stanowiqg istotny problem ekonomiczny, gdyz sqg
przyczynq poronien ptoddéw zwierzecych oraz spadku liczby urodzen zwierzat
hodowlanych na farmach. Ponadto, podobnie do oocyst
zanieczyszczajgcych glebe, wode, owoce i warzywa, cysty tkankowe
obecne w przeznaczonym do konsumpcji miesie zwierzgt hodowlanych sg
uwazane za gtoéwne zrédto horyzontalnej transmisji T. gondii do ludzi [1, 5].
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Ogromne znaczenie kliniczne i socjoekonomiczne toksoplazmozy, a
takze fakt, iz dostepne farmaceutyki przeciwpasozytnicze (np. pirymetaminag,
sulfadiazyna) sqg nieskuteczne w leczeniu przewlektego zarazenia T. gondii
oraz nierzadko wykazujqg siline dziatania uboczne, przyczynity sie do podjecia
wielu badan eksperymentalnych zmierzajgcych do  skonstruowania
profilaktyczne] szczepionki przeciwko toksoplazmozie. Obecnie jedynym
stosowanym, w Europie i Nowej Zelandii, preparatem szczepionkowym jest
LJToxovax” zawierajgcy atenuowane tachyzoity szczepu mutanta S48 T.
gondii. Szczepionka ta przyczynia sie do obnizenia czestoSci poronien u
owiec, ale nie zapobiega wertykalnej transmisji pasozyta. Ponadto, ze
wzgledu na indukowanie krotkotrwatego zarazenia u  zaszczepionego
osobnika oraz prawdopodobienstwo rewersji atenuowanego szczepu
mutanta w forme zjadliwg, nie moze by¢ ona stosowana w profilaktyce

toksoplazmozy u ludzi [6-8].

OPIS OSIAGNIECIA NAUKOWEGO (z podaniem, dla kazdego etapu
przedstawianej pracy celu, osiggnie¢ i mozliwych zastosowan)

Celem przedstawionego do oceny osiggniecia naukowego byta
konstrukcja doswiadczalnej profilaktycznej szczepionKki przeciwko
toksoplazmozie oraz ocena jej dziatania immunogennego, a takze
ochronnego przy uzyciu modelu toksoplazmozy u myszy laboratoryjnych.
Przestankg do podjecia takiego zadania badawczego byto nie tylko
wzrastajgce kliniczne 1 socjoekonomiczne znaczenie toksoplazmozy, ale
przede wszystkim udokumentowany fakt rozwoju frwate], indukowanej
pierwotnym zarazeniem T. gondii, swoistej odpornosci protekcyjnej
wskazujgcej na  realng mozliwos¢  konstrukcji - efektywnych  narzedzi
immunoprofilaktycznych. Ze wzgledu na wysokie standardy bezpieczenstwa
stawiane preparatom szczepionkowym stosowanym w immunoprofilaktyce
ludzi zdecydowano sie na opracowanie szczepionki podjednostkowej, ktdra
zawierataby oczyszczone, natywne lub rekombinantowe biatka T. gondii.

Readlizacje gtdwnego celu podjetych badan rozpoczeto od
wytypowania biatek pasozyta, ktére stanowityby kluczowy element preparatu
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szczepionkowego, determinujgcy jego skuteczne dziatanie immunogenne i
immunoprotekcyjne. Poniewaz  antygeny  szczepionkowe  powinny
stymulowa¢ mechanizmy odpornosciowe interferujgce z kluczowymi
funkcjami biologicznymi danego pasozyta, prowadzgc do zniesienia jego
patogennosci i catkowitej eliminacji z organizmu zywiciela, w poszukiwaniu
spetniajgcych powyzsze kryteria antygendw T. gondii postanowiono zwrdcic
szczegolng uwage na biatka pasozyta zaangazowane w pobieranie jondw
zelaza zwigzanego z ludzkg transferyng i/lub laktoferynq. Poprzez udziat w
wielu funkcjach fizjologicznych komdrek takich jak transport tlenu i
elekironéw, synteza DNA i RNA, przemiany energetyczne zachodzgce w
mitochondriach oraz procesy detoksyfikacyjne, zelazo jest pierwiastkiem
niezbednym do prawidtowego funkcjonowania prawie wszystkich zywych
organizmoéow. W przypadku drobnoustrojow patogennych dostep do jondow
zelaza jest czynnikiem warunkujgcym ich wzrost | tym samym decydujgcym o
ich patogennosci. U cztowieka obecna w surowicy fransferyna oraz
wystepujgca w  wydzielinach bton §luzowo-surowiczych laktoferyna,
charakteryzujgce sie wysokim powinowactwem wigzania jondw zelazowych,
stanowig gtowny zewngtrzkomorkowy rezerwuar zelaza i odpowiedzialne sg
za jego wychwytywanie, transport i dostarczanie do aktywnych
metabolicznie komoérek. Ponadto transferyna i laktoferyna, wraz z ferrytynq,
hemosyderyng, haptoglobing, hemopeksynq, ferroportynq, hepcydynqg oraz
transporteremm metali dwuwartosciowych, odgrywajg kluczowq role w
mechanizmmach ograniczajgcych wnikajgcym patogenom dostep do
wolnych jondw zelaza [?, 10]. W toku ewolucji pasozytnicze pierwotniaki,
podobnie jak inne drobnoustroje patogenne, wyksztatcity jednak szereg
mechanizmdw umozliwiajgcych im pobieranie jondw zelaza zwigzanego z
biatkami nosnikowymi ssakéw. Jednym z tych mechanizmdow jest obecnosc
receptorow dla wystepujgcych u zywicieli biatek wigzgcych jony zelaza [9,
11-15]. Obecnos¢ takich biatek receptorowych u T. gondii sugerowaty
badania wskazujgce, iz tachyzoity pasozyta charakteryzujg sie zdolnosciq
wigzania bydlecej laktoferyny, transferyny, a takze owotransferyny poprzez
wspolny receptor, ktdry zostat zidentyfikowany jako biatko btonowe o masie
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czgsteczkowej 42 kDa [16]. Dodatkowo, istothe znaczenie jondw zelaza dla
replikacji Toxoplasma w komodrkach zywiciela potwierdzity badania
wskazujgce, iz mechanizmem  odpowiedzialnym za  ograniczenie
wewnagtrzkomoérkowego wzrostu pasozyta w  szczurzych enterocytach
stymulowanych homologicznym rekombinantowym interferonem-y (IFN-y) jest
ograniczanie przez te komorki dostepu do wewngtrzkomoérkowego zelaza
[17].
Etap |

Cel:
Okreslenie zdolnosci wigzania ludzkiej laktoferyny i/lub transferyny przez

T. gondii

Imierzajgc do identyfikacji biatek T. gondii zaangazowanych w
pobieranie zelaza, w pierwszym etapie pracy postanowiono okresli¢c zdolnos¢
wigzania ludzkiej laktoferyny i transferyny przez zywe tachyzoity tego
pierwotniaka (praca nr 1). W badaniach wykorzystano, ofrzymany z Instytutu
Mikrobiologii  Lekarskie] i Wirusologii  Uniwersytetu w  DuUsseldorfie,
niewytwarzajgcy cyst tkankowych, wysoce zjadliwy szczep BK T. gondii
zaliczany do genotypu I. Tachyzoity pierwotniaka propagowano in vitro, w
hodowli fibroblastow myszy linii L?29 i kazdorazowo, przed przystgpieniem do
wigzania transferyn, oczyszczano stosujgc filtry nitrocelulozowe. W celu oceny
zdolnosci wigzania ludzkiej laktoferyny i fransferyny, komorki T. gondii
inkubowano z ludzkg hololaktoferyng, holotransferyng i apotransferyng, a
obecnos¢ biatek zwigzanych z toksoplazmmami oceniano przy uzyciu
zmodyfikowanej klasyczne] metody immunoenzymatycznej, jokq jest test
CELISA (cellular ELISA). Zwigzane z tachyzoitami Toxoplasma badane biatka
ludzkie wykrywano stosujgc krélicze przeciwciata swoiScie skierowane
przeciwko ludzkiej laktoferynie lub fransferynie oraz kozie przeciwciata
skierowane przeciwko immunoglobulinom klasy 1gG krélika znakowane
peroksydazg chrzanowqg. Komdrkami  kontrolnymi  stosowanymi  w
doswiadczeniach byty tachyzoity inkubowane w buforze bez dodatku
ludzkich transferyn. Przeprowadzone badania wykazaty, iz zywe tachyzoity
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szczepu BK T. gondii wigzg ludzkg hololaktoferyne, natomiast nie wykazujg
zdolno$ci wigzania zaréwno ludzkiej holotransferyny, jak i apotransferyny.
Ponadto zaobserwowano wprost proporcjonalng zalezno$¢ pomiedzy iloscig
zwigzanej przez toksoplazmy hololaktoferyny a stezeniem kohcowym tego
biatka, uzytym w przeprowadzonych badaniach. Wigzanie Iudzkiej
hololaktoferyny przez zywe tachyzoity T. gondii potwierdzono stosujgc
technike fluorescenciji bezposredniej, z wykorzystaniem znakowanego
izotiocyjanianem fluoresceiny biatka ludzkiego. Dodatkowo, ofrzymane w
badaniach z wykorzystaniem zywych tachyzoitobw wyniki zweryfikowano
stosujgc jako zrodto biatek T. gondii surowy preparat antygenowy TLA
(Toxoplasma Lysate Antigen), otrzymany z tachyzoitow tego pierwotniaka. Do
oceny wigzania ludzkich transferyn przez biatka obecne w preparacie TLA
zastosowano technike dot-ELISA polegajgcg na  wigzaniu  ludzkiej
hololaktoferyny, holotransferyny i albuminy (kontrola negatywna) do
naniesionych na membrany nifrocelulozowe biatek otrzymanych z
tachyzoitow Toxoplasma, a nastepnie wykrywaniu zwigzanych z TLA ludzkich
transferyn  przy uzyciu przeciwciat stosowanych w feScie cELISA.
Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, iz surowy preparat antygenowy
TLA, podobnie jaok zywe tachyzoity pasozyta, wigze wytgcznie ludzkg
hololaktoferyne. W toku prowadzonych doswiadczen oceniono takze
swoistoSC  wigzania ludzkiej hololaktoferyny przez biatka T. gondii
wykorzystujgc w tym celu preparat antygenowy TLA oraz znakowang biotyng
hololaktoferyne ludzkq. Badania swoistosci wigzania ludzkiej hololaktoferyny
przeprowadzono stosujgc test kompetycii, ktéry polega na konkurencyjnym
wigzaniu homologicznego znakowanego | uzytego w nadmiarze
nieznakowanego biatka do swoistego receptora, co w konsekwenciji
prowadzi do hamowania wigzania biatka znakowanego. Przeprowadzony
test kompetycji wykazat, iz wigzanie ludzkiej hololaktoferyny przez biatka
Toxoplasma ma charakter swoisty, poniewaz jest ono hamowane wytgcznie
przez nadmiar homologicznego biatka nieznakowanego, a nie w obecnosci
nadmiaru nieznakowanej holotransferyny lub apotransferyny.
Udokumentowane w przeprowadzonych badaniach swoiste wigzanie ludzkiej
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hololaktoferyny przez tachyzoity T. gondii moze sugerowac, iz pasozyt ten
posiada swoiste receptory btonowe zaangazowane w pozyskiwanie jondw
zelaza zwigzanych z tym ludzkim biatkiem. Wykorzystywanie hololaktoferyny,
a nie holotrasferyny, jako zrédta jondw zelaza, moze by¢ zwigzane z
naturalng, pokarmowqg drogg wnikania toksoplazmy do organizmow zywicieli
i  obecnoscig hololaktoferyny na nabtonkach. Zdolnos¢  wigzania
hololaktoferyny przez swoiste btonowe biatka receptorowe, a takze
wykorzystywanie jej jako zrodta jondw zelaza opisano bowiem u innych
pasozytniczych pierwotniakdw powodujgcych inwazje uktadu pokarmowego
(Entamoeba histolytica) lub drog moczoptciowych (Trichomonas vaginalis) [9,
15]. Ponadto wskazuje sie, iz interakcje biatek receptorowych patogendw z
hololaktoferyng ich zywicieli mogqg nie tylko zapewniac tym pierwszym dostep
do jondéw zelaza, ale rowniez utatwiac ich adhezje do komdrek docelowych,
ktorej koniecznym elementem jest z kolei wigzanie hololaktoferyny przez
swoiste dla niej receptory wystepujgce na powierzchni wielu komodrek

organizmow wyzszych [18].

Osiggniecia:

1. Wykazanie po raz pierwszy zdolnosci wigzania ludzkiej hololaktoferyny
przez T. gondii.

2. Wykazanie swoistosci wigzania ludzkiej hololaktoferyny przez T. gondii,
sugerujgcej obecnos¢ u tego pasoziyta swoistego biatka/biatek
receptorowych wigzqcych ww. biatko ludzkie.

3. Opracowanie oraz optymalizacja warunkow wszystkich technik i
metod stosowanych na tym etapie pracy, z wyjatkiem techniki
znakowania hololaktoferyny ludzkiej biotyng wykonanej zgodnie z

procedurq podang przez Tanaka i wsp. [16].

Mozliwe zastosowanie:

1. Dalsza identyfikacja biatka/biatek receptorowych T. gondii
zaangazowanych w wigzanie ludzkiej hololaktoferyny.

2. Badanie mechanizméw pobierania zelaza przez T. gondii.
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3. Opracowanie nowych metod terapeutycznych interferujgcych z
wigzaniem przez T. gondii ludzkiej hololaktoferyny, bedqgcej
potencjalnym zréodiem jondéw zelaza niezbednych dla tego

pasozytniczego pierwotniaka.

Etap Il

Cel:
Identyfikacja biatka/biatek T. gondii wigzqgcych ludzkqg hololaktoferyne

Kolejnym  zadaniem  badawczym  readlizowanym w  ramach
przedstawianego cyklu publikacji, byta identyfikacja btonowych biatek
receptorowych 1. gondii zaangazowanych w  wigzanie ludzkie]
hololaktoferyny (praca nr 2). Faza wstepna tego etapu pracy polegata na
opracowaniu i optymalizacji warunkdw metody izolacji biatek btonowych
pasozyta oraz techniki chromatografi powinowactwa stosowanej do
swoistego wyodrebnienia poszukiwanego biatka/biatek przy uzyciu ztoza
optaszczonego ligandem, ktérym byta ludzka hololaktoferyna. Przygotowane
procedury pozwolity na wyizolowanie trzech biatek, o masach
czgsteczkowych 74, 63 i 58 kDa, ktorych zdolno$¢ do swoistego wigzania
ludzkiej hololaktoferyny zostata potwierdzona w tescie kompetycji z
zastosowaniem znakowanego biotyng ludzkiego biatka. Przeprowadzona
analiza wykazata, iz tylko dwa biatka, o masach czgsteczkowych 63 i 58 kDa,
swoiscie wigzqg ludzkg hololaktoferyne, natomiast biatkiemm o masie
czgsteczkowej 74 kDa jest najprawdopodobniej uwolniona ze ztoza
chromatograficznego hololaktoferyna ludzka uzyta w charakterze liganda w
technice chromatografi powinowactwa. Wykonane w dalszej czesci
prowadzonych badan okreslenie sekwencji aminokwasowej przy uzyciu
techniki spektometrii masowej ESI/MS/MS jako metody analitycznej oraz
analiza poréwnawcza ofrzymanych sekwencji z dostepnymi bazami danych
umozliwity identyfikacje poszukiwanych biatek o masach czgsteczkowych 63 i

58 kDa, joko antygendw roptrii, odpowiednio, ROP4 i ROP2, T. gondii. Oba
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zidentyfikowane biatka nalezg do spokrewnione] antygenowo rodziny ROP2
biatek roptrii  toksoplazmy, ktére sg organellami  wydzielniczymi
zlokalizowanymi w apikalnej czesci komorki pierwotniaka. Biatka ROP2 i ROP4
zaliczane sq do pseudokinaz, ktére nie wykazujg aktywnosci katalitycznej,
natomiast posiadajg funkcjonalne miejsce wigzania liganda, co warunkuje
petnienie przez nie funkcji biologicznych [19-21]. W czgsteczkach biatek
ROP2 i ROP4 wyrdznia sie segment przezbtonowy oraz cze$¢ N-koncowq o
charakterze kwasnym i cze$¢ C-konhcowqg o charakterze zasadowym, a
stosunkowo duza liczba kwasnych aminokwaséw budujgcych te biatka moze
miec istotne znaczenie dla ich interakcji z ligandami [22, 23]. Ponadto oba
biatka roptri zaangazowane sg w tworzenie wakuoli pasozytnicze] i
modulowanie wtasciwosci  funkcjonalnych otaczajgcej jg btony (np.
tworzenie  pordbw w  Dbtonie), ktdéra  stanowi  bariere = miedzy
wewngtrzkomorkowo namnazajgcymi sie tachyzoitami a cytoplazmg komorki
docelowej, chronigc pasozyta przed niekorzystnym wptywem biatek
zywiciela. Uwaza sie, ze btona wakuoli pasozytnicze] bierze udziat w
pozyskiwaniu przez Toxoplasma sktadnikdw odzywczych, gdyz petni ona
funkcje sita molekularnego, umozliwiajgc dwukierunkowy przeptyw substancji
— sktadnikébw odzywczych do wnetrza wakuoli oraz szkodliwych produktow
metabolizmu pierwotniaka do cytoplazmy komorki zywiciela [24-27]. Mimo iz
bierny przeptyw hololaktoferyny przez btone wakuoli pasozytniczej wydaje sie
by¢ mato prawdopodobny, to nie mozna wykluczyc, iz jest ona aktywnie
transportowana do wnetrza wakuoli przy udziale biatek takich jak antygeny
roptrii ROP2 i ROP4. Wydzielane w trakcie inwazji komorki zywiciela oba te
biatka szybko lokalizujg sie w btonie wakuoli pasozytnicze] przyjmujgc
charakterystyczng orientacje, z czeScig N-kohcowqg skierowang do
cytoplazmy zarazanej komorki, co moze odgrywac istotna role w tworzeniu
potgczen z organellami cytoplazmatycznymi komorki zywiciela takimi jak
mitochondria oraz retikulum endoplazmatyczne i, tym samym, miec istotne
Znaczenie w procesie pobierania sktadnikdw pokarmowych niezbednych dla
pasozyta [22, 28-30]. Z drugiej strony, zdolnos¢ zewngtrzkomdrkowych
tachyzoitéw T. gondii do wigzania ludzkiej hololaktoferyny moze sugerowac
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istnienie dodatkowych mechanizmdw zaangazowanych w wigzanie tego
ludzkiego biatka. Takg funkcje mogtyby petnic np. biatka pasozyta
wydzielane do ofaczajgcego go srodowiska i przypominajgce pod wzgledem
aktywnosci funkcjonalnej produkowane przez bakterie siderofory.
Osiggniecia:

1. Identyfikacja antygenéw roptrii ROP2 i ROP4 T. gondii jako biatek

zaangazowanych w wigzanie ludzkiej hololaktoferyny.
2. Opracowanie oraz optymalizacja warunkéw wszystkich technik i

metod stosowanych na tym etapie pracy.

Mozliwe zastosowanie:

1. Badanie mechanizméw wigzania ludzkiej hololaktoferyny i jonow
zelaza przez biatka roptrii ROP2 i ROP4 T. gondii.

2. Identyfikacja epitopéw antygenéw ROP2 i ROP4 T. gondii wigigcych
ludzkqg hololaktoferyne.

3. Identyfikacja i badanie mechanizméw zaangazowanych w wigzanie
ludzkiej hololaktoferyny przez zewngtrzkomérkowo potozone
tachyzoity T. gondii.

4. Opracowanie, zarobwno nowych narzedzi terapeutycznych, jak i
profilaktycznych interferujgcych z aktywnosciq funkcjonalng biatek
ROP2 i ROP4 T. gondii.

Etap Il

Cel:
Ocena wlasciwosci immunogennych i immunoprotekcyjnych
doswiadczalnej podjednostkowej szczepionki przeciwko toksoplazmozie,

zawierajqgcej, jako antygeny, rekombinantowe formy biatek rROP2 i rROP4

T. gondii

Nastepnym etapem prowadzonych badan byta konstrukcja

podjednostkowej szczepionki przeciwko toksoplazmozie (praca nr 3),

Strona 15z 42



autoreferat (zatqcznik Z3a) dr Bozena Dziadek

zawierajgcej joko antygeny szczepionkowe biatka ropftri ROP2 i ROP4 T.
gondii oraz ocena zardbwno jej wtasciwosci immunogennych, jak i
immunoprotekcyjnych przy uzyciu modelu doswiadczalnej, przewlektej
toksoplazmozy u myszy laboratoryjnych. Przestankg do wykorzystania biatek
ROP2 i ROP4 jako antygendw szczepionkowych byta nie tylko, wykazana w
etapie Il prezentowanej pracy, ich zdolnos¢ do wigzania ludzkiej laktoferyny,
sugerujgca ich zwigzek z mechanizmami pobierania zelaza przez pasozytaq,
ale rowniez fakt obecnosci tych antygendw u wszystkich trzech postaci
inwazyjnych Toxoplasma, tachyzoitéw, bradyzoitdw i sporozoitéw [31, 32], co
ma istothe znaczenie dla indukowania petnego efektu ochronnego przez
preparat immunoprofilaktyczny. Ponadto, jak wspomniano wczesniej, oba
biatka uczestniczg w tworzeniu wakuoli pasozytniczej, modulujg funkcje
biologiczne btony tej wakuoli oraz odpowiedzialne sq za tworzenie potqgczen
z mitochondriami komorek docelowych, co ma fundamentalne znaczenie
dla procesu inwazji komodrek zywiciela przez tego pasozytniczego
pierwotniaka. Dodatkowo, biatko ROP2 wchodzi réwniez w interakcje z
retikulum endoplazmatycznym zarazonej komorki, a jego obecnosc jest
niezbedna nie tylko dla procesu penetracji komorki zywiciela przez T. gondii,
ale rowniez dla wewngfrzkomorkowego wizrostu tego pasozyta [30, 33].
Obecnosc przeciwciat swoistych dla antygenu ROP2 stwierdza sie w znacznej
wiekszosci surowic pochodzgcych od osdb seropozytywnych w kierunku
Toxoplasma, a w czgsteczce tego antygenu wystepujag trzy epitopy
rozpoznawane przez limfocyty T, z ktérych jeden jest swoiScie rozpoznawany
przez 64% surowic osobnikdw seropozytywnych [34-36]. Ponadto, immunizacja
myszy zardwno antygenem ROP2, jak i ROP4, prowadzi do produkcji
wysokiego miana swoistych przeciwciat, ktére obecne sg w surowicy oraz
wydzielinach bton §luzowo-surowiczych [37].

Majgc na uwadze aktywnos¢ funkcjonalng oraz witasciwosci
antygenowe i immunogenne biatek roptri ROP2 i ROP4 postanowiono
zastosowac je jako antygeny szczepionkowe. W tym celu na wstepie tego
etapu pracy opracowano optymalne warunki klonowania gendw rop2 i rop4

oraz ekspresji i oczyszczania rekombinantowych biatek rROP2 i rROP4. Oba
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geny sklonowano w wektorze ekspresyjnym pHis, a rekombinantowe biatka
poddawano ekspresji w komorkach szczepu Escherichia coli BL21 (DE3). Do
sekwencji czesci N-kohcowej kazdego z biatek wprowadzono dodatkowo
domeny zbudowane z szesciu histydyn (domeny é-His-tag), umozliwiajgce ich
dalsze oczyszczenie z zastosowaniem techniki chromatografii powinowactwa
przy uzyciu komercyjnego ztoza wysyconego jonami niklu (Ni2*). Przed
wykorzystaniem biatek rROP2 i rROP4 w formie szczepionki oceniono, w
warunkach in vitro, wptyw réznych stezen swoistych dla nich przeciwciat
(anty-rROP2 i anty-rROP4) na inwazje fibroblastow myszy linii L929 przez
tachyzoity szczepu BK T. gondii oraz na wewngtrzkomorkowy wzrost komorek
toksoplazm. W doSwiadczeniach wykorzystano oczyszczone  krélicze
immunoglobuliny  klasy IgG  ofrzymane po  immunizacji  krolikow
rekombinantfowym biatkiem rROP2 lub rROP4. Zardbwno przeciwciata anty-
rROP2, jak i anty-rROP4 przyczynity sie do statystycznie znamiennego
zahamowania wewngtrzkomoérkowego wazrostu Toxoplasma w komorkach
zywiciela, ale najmniejszg liczbe zywych tachyzoitow pierwotniaka (54%
zahamowania wewngtrzkomaorkowego wzrostu) obserwowano w hodowlach
z dodatkiem obu tych przeciwciat o stezeniu kohcowym kazdego z nich 50
ug/ml. Biorgc pod uwage zaobserwowany wptyw przeciwciat anty-rROP2 i
anty-rROP4 na wewnagtrzkomorkowy wzrost T. gondii oraz dodatkowo wyniki
przeprowadzonych badan wstepnych, ktére wykazaty, iz immunizacja myszy
jednosktadnikowq szczepionkg zawierajgcqg rekombinantowe biatko rROP2
lub rrROP4 nie indukuje dziatania ochronnego przed zarazeniem
wytwarzajgcym cysty szczepem DX T. gondii, w dalszej czesSci  przystgpiono
do okreslenia wtasciwosci  immunogennych i immunoprotekcyjnych
dwusktadnikowej, podjednostkowej szczepionki przeciwko toksoplazmozie
zawierajgcej oba rekombinantowe biatka pasozyta. Antygeny rROP2 i rROP4
podawano podskdrnie myszom szczepu C3H/Held (haplotyp H-2%), o
genetycznie warunkowanej sredniej wrazliwosci na toksoplazmoze, tgcznie z
adiuwantem Freunda, ktory jest powszechnie stosowanym adiuwantem
doswiadczalnym preferencyjnie pobudzajgcym powstawanie komdrek
plazmatycznych, a tym samym typ Th2 odpowiedzi immunologicznej. Wybor
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myszy laboratoryjnych jako modelu doswiadczalnego wynikat nie tylko z
faktu, ze sq one naturalnymi zywicielami T. gondii, ale réowniez stqd, ze
dostepna jest bogata kolekcja szczepdw wsobnych o zdefiniowanej i
zroéznicowanej wrodzonej odpornosci na toksoplazmoze.

Ocena wtasciwosci immunogennych i immunoprotekcyjnych uzytej do
immunizacji dwusktadnikowej szczepionki wykazata, iz indukuje ona silng
odpowiedz typu humoralnego i komodrkowego oraz umiarkowany efekt
ochronny. Stymulacja mechanizmdw humoralnych manifestowata sie w
postaci mieszanej odpowiedzi immunologicznej typu Th1/Th2 i wytwarzania
surowiczych antygenowo swoistych przeciwciat klasy 1gG, zaréwno izotypu
IgG1, jak i IgG2a. Dominujgcym wséréd immunoglobulin klasy IgG anty-rROP2 i
anty-rROP4 byt jednak izotyp IgGl charakteryzujgcy odpowiedz
immunologiczng typu Th2. Mimo iz rola mechanizméw humoralnych w
odpornosci protekcyjnej przeciwko zarazeniu T. gondii nie jest do konca
wyjasniona, to produkcja antygenowo swoistych przeciwciat, bedgca
wynikiem immunizacji, ma istotne znaczenie ze wzgledu na ich dziatanie
wspomagajgce zwigzane z ograniczaniem adhezji pasozyta do komodrek
docelowych oraz utatwianiem zewngtrz- i wewngtrzkomorkowego zabijania
optaszczonych przez przeciwciata komorek toksoplazm przy udziale,
odpowiednio, dopetniacza lub makrofagow [38-40].

Kluczowq role w odpornosci protekcyjnej przeciwko zarazeniu T. gondii
odgrywajg wrodzone i nabyte mechanizmy komodrkowe odpowiedzi
immunologicznej. Istotnym elementem tych mechanizmow jest produkcja IL-
12 przez monocyty, makrofagi, komorki dendrytyczne i neutrofile oraz cytokin
typu Th1 przez limfocyty T. Interleukina-12 stymuluje synteze IFN-y przez komorki
NK, a takze limfocyty Th1 CD4* i cytotoksyczne limfocyty T CD8*, bedqgce
gtownymi  komorkami - efektorowymi  odpornosci  protekcyjnej. Ponadto,
aktywowane limfocyty T CD4+* produkujqg IL-2 bedgcg waznym mitogenem
limfocytow T [41]. Na podstawie oceny produkcji cytokin, a takze proliferacii
komorek Sledziony stwierdzono, iz w przeciwienstwie do biatka rROP2,
stymulacja splenocytéw immunizowanych myszy rekombinantowym biatkiem
rROP4, a takze surowym preparatem antygenowym TLA (zrodto natywnych

Strona 18 z 42



autoreferat (zatqcznik Z3a) dr Bozena Dziadek

form biatek Toxoplasma) prowadzi do statystycznie znamiennego
podwyzszenia in vitro produkcji cytokin prozapalnych typu Thl, IFN-y i IL-2, oraz
znamiennie nasilonej, antygenowo swoistej proliferacji tych komorek.
Natomiast, wszystkie z badanych biatek, rROP2, rROP4 i TLA, przyczyniaty sie
do statystycznie znamiennego podwyzszenia poziomu syntezy IL-2.
Przeprowadzone badania pokazaty, iz immunizacja myszy C3H/Hel
antygenami  rROP2 i rROP4 prowadzi do rozwoju mechanizmdow
odpornosciowych typu komoérkowego, ktére indukowane sq nie tylko przez
rekombinantowe formy antygendw szczepionkowych, ale réwniez przez
bedqgcy zrédtem natywnych form biatek pasozyta antygen TLA, co ma istotne
znaczenie dla dziatania immunoprotekcyjnego preparatu szczepionkowego.
Dodatkowo, po raz pierwszy wykazano, iz oprdcz stosowanego wielokrotnie
w badaniach antygenu ROP2, rowniez biatko ROP4 T. gondii jest obiecujgcym
antygenem w kontekscie badan dotyczgcych opracowania skutecznej
szczepionki przeciwko toksoplazmozie.

Poniewaz gtownym celem profilaktycznej immunizacji jest indukcja
protekcji przeciwko danemu patogenowi, dziatanie ochronne badanej
doswiadczalnej szczepionki oceniano U myszy immunizowanych, kiérym
podano drogg dootrzewnowq cysty szczepu DX T. gondii. Przeprowadzona
ocena liczby cyst tkankowych w mozgach zwierzgt immunizowanych i
kontrolnych  wykazata, ze immunizacja myszy szczepu C3H/Hel
dwusktadnikowq szczepionkg rROP2+rROP4 indukuje umiarkowany efekt
ochronny przed zarazeniem cystotwdrczym szczepem DX pasozyta,
przejawiajgcy sie jako 46% obnizenie liczby cyst w modzgach zwierzat
immunizowanych.

Wyniki tego etapu pracy pokazaty, ze strategia wykorzystania
rekombinantowych biatek rROP2 i rROP4 jako sktadnikdw szczepionkowych
jest bardzo obiecujgca ze wzgledu na silng stymulacje antygenowo swoistych
mechanizmdw humoralnych i komdrkowych odpowiedzi immunologiczne;.
Jednocze$nie  wykazano, iz immunizacja  myszy  laboratoryjnych

jednosktadnikowym lub dwusktadnikowym preparatem szczepionkowym jest
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niewystarczajgca dla uzyskania petnego dziatania ochronnego przed
zarazeniem T. gondii.

Dysponujgc oczyszczonymi rekombinantowymi biatkami rROP2 i rROP4
wykorzystano je rowniez do oceny ich ewentualnej przydatnosci
diagnostycznej (praca nr 4). Ze wzgledu na bezobjawowy przebieg zarazenia
T. gondii u znacznej wiekszosci osobnikow z prawidtowo funkcjonujgcym
uktadem odpornosciowym, diagnostyka toksoplazmozy ma z reguty
charakter retrospektywny i ma na celu okreslenie statusu serologicznego
badanego osobnika. Technikami powszechnie stosowanymi w diagnostyce
zarazen Toxoplasma sg tatwe do wykonania testy immunoenzymatyczne
ELISA, w ktorych zrédtem antygendw sg ofrzymywane z tachyzoitow ekstrakty
zawiergjgce biatka pasozyta. Powoduje to, iz antygen diagnostyczny jest
stabo zdefiniowany, gdyz mogg wystepowac rdznice pomiedzy zawartosciq
poszczegdlnych biatek Toxoplasma, obecnych w preparatach réznych firm
produkujgcych testy diagnostyczne. Co wiecej, tachyzoity wykorzystywane
do ofrzymywania tych ekstraktéw propagowane sq poprzez wykonywanie
pasazy przez myszy lub tez ich hodowle na liniach komadrkowych, co stwarza
mozliwosC zanieczyszczenia antygendw diagnostycznych biatkami komaorek
zywicielskich i moze byC przyczyng otrzymywania wynikow fatszywie
pozytywnych. Afrakcyjng alternatywg wobec stosowanych obecnie
antygenow diagnostycznych sq dobrze zdefiniowane biatka
rekombinantowe, ktére umozliwitypy nie tylko okreslenie  statusu
serologicznego badanego osobnika (seropozytywny/seronegatywny), ale
rowniez rdoznicowanie miedzy ostrg i przewlektg toksoplazmozg, co ma
szczegoblne znaczenie w przypadku kobiet ciezarnych i osobnikow z
niedoborami immunologicznymi.

Ocene przydatnosci diagnostycznej rekombinantowych biatek rROP2 i
rROP4 T. gondii przeprowadzono przy uUzyCiu sSurowiCc myszy zarazonych
cystotwoérczym szczepem DX pasozyta. Zastosowanie takiego modelu
badawczego umozliwito precyzyjne zdefiniowanie fazy toksoplazmozy i
przygotowanie kolekcji surowic pochodzgcych od osobnikdw z ostrg i
przewlektq postaciqg te] parazytozy. Badania przeprowadzone @z
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zastosowaniem wersji posredniej testu ELISA wykazaty, iz oba wydzielnicze
biatka Toxoplasma, ROP2 i ROP4, indukujg u zarazonych tym pierwotniakiem
myszy silng humoralng odpowiedz immunologiczng, a profil swoistych dla nich
przeciwciat zalezy od fazy inwazji, ostrej lub przewlektej. Ponadto stwierdzono,
iz otrzymane preparaty rekombinantowych biatek rROP2 i rROP4 umozliwiajg
okreslenie obecnosci w badanych surowicach przeciwciat swoistych dla
natywnych form tych antygendw. Wskazuje to na mozliwoS¢ wykorzystania
badanych, rekombinantowych biatek roptrii w diagnostyce toksoplazmozy u
ludzi, gdzie w potgczeniu z innymi antygenami pasozyta mogq byc¢ uzyteczne
nie tylko do okresSlenia przynaleznosci badanego osobnika do grupy
seropozytywnej lub seronegatywnej, ale takze do rdznicowania klinicznie

istotnej fazy zarazenia.

Osiggniecia:

1. Wykazanie po raz pierwszy, iz biatko roptrii ROP4 T. gondii jest
interesujgcym potencjalnym kandydatem szczepionkowym,
indukujgcym antygenowo swoiste humoralne i komoérkowe
mechanizmy odpowiedzi immunologicznej.

2. Wykazanie po raz pierwszy immunogennego i czesciowego
ochronnego dziatania rekombinantowej, podjednostkowej szczepionki
przeciwko toksoplazmozie zawierajqcej biatka rROP2 i rROP4 T. gondii.

3. Wykazanie po raz pierwszy przydatnosci diagnostycznej
rekombinantowego biatka rROP4 T. gondii.

4. Opracowanie i optymalizacja warunkow wszystkich technik i metod

zastosowanych na tym etapie pracy.

Mozliwe zastosowanie:

1. Wykorzystanie rekombinantowych form biatek roptrii rROP2 i rROP4 T.
gondii do konstrukcji wielosktadnikowej szczepionki przeciwko
toksoplazmozie.

2. Wykorzystanie rekombinantowych form biatek roptrii rROP2 i rROP4 T.

gondii do konstrukcji nowych testow diagnostycznych pozwalajgcych
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nie tylko na réinicowanie miedzy osobnikami seronegatywnymi i
seropozytywnymi, ale rowniez na rozréinienie pomiedzy ostrg a

przewlekiq postaciq toksoplazmozy.

Etap IV
Cel:
Ocena wilasciwosci immunogennych i immunoprotekcyjnych trzech
rekombinantowych, podjednostkowych szczepionek przeciwko

toksoplazmozie zawierajacych powierzchniowe i wydzielnicze biatka T.

gondii

Jednq ze strategii prowadzgcych do zwiekszenia dziatania ochronnego
preparatow szczepionkowych jest optymalizacja ich sktadu antygenowego.
Biorgc pod uwage bardzo szerokie spekirum biatek powierzchniowych i
wydzielniczych T. gondii zaangazowanych w procesy adhezji, inwazji i
wewnagtrzkomoérkowego  wzrostu  pasozyta  postanowiono  uzupetnic,
zastosowang w etapie lll pracy, dwusktadnikowq szczepionke o antygen
powierzchniowy SAG1 (Surface Antigen 1) i/lub wydzielniczy antygen granul o
duzej gestosci GRA4 (Dense Granule Antigen 4) Toxoplasma.

Antygen SAGI jest gtownym biatkiem powierzchniowym tachyzoitow T.
gondii, stanowigcym prawie 5% wszystkich biatek tej postaci inwazyjnej
pierwotniaka. Biatko fo jest istotnym elementem immunogennosci i
patogennosci tachyzoitow, gdyz jego aktywnos¢ funkcjonalna wigze sie z
udziatem w adhezji komodrek toksoplazm do zarazanych komorek
docelowych poprzez wchodzenie w interakcje z biatkami powierzchniowymi
komorek zywicieli. Silne witasciwosci immunogenne antygenu SAGIH,
przejawiajgce sie w indukowaniu powstawania antygenowo swoistych
przeciwciat u zarazonych T. gondii osobnikoéw zostaty wykorzystane do celow
diagnostycznych, a takze w badaniach nad doswiadczalnymi szczepionkami

przeciwko toksoplazmozie [42-44].
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Biatko granul o duzej gestosci GRA4 T. gondii jest obecne u tachyzoitow
i bradyzoitéw pierwotniaka. Nalezy ono do rodziny biatek wydzielniczych
odgrywajgcych istotng role w penefraciji pasozyta do komarki zywiciela oraz
modulowaniu Srodowiska panujgcego wewnagtrz wakuoli pasozytniczej,
przyczyniajgc sie do wewnagtrzkomoérkowego wzrostu i przezywania
Toxoplasma [45]. Ze wzgledu na udokumentowane  wtasciwosci
immunogenne i czesciowe dziatanie immunoprotekcyjne antygen GRA4 jest
interesujgcym,  potencjalnym  komponentem  szczepionki  przeciwko
toksoplazmozie [46-48] .

W  prezentowanych badaniach postanowiono oceni¢ wtasciwosci
ochronne i immunogenne trzech trojsktadnikowych, rekombinantowych
szczepionek przeciwko toksoplazmozie zawieragjgcych antygeny
rROP2+rGRA4+rSAG1, rROP2+rROP4+rGRA4 i rROP2+rROP4+rSAG1 Toxoplasma
(praca nr 5 i praca nr ). Podobnie jak geny rop2 i rop4, geny sagl i gra4
sklonowano w wektorze ekspresyjnym pHis w komaorkach E. coli BL21(DE3), a
oczyszczone  przy uzyciu  techniki chromatografi  powinowactwa
rekombinantowe biatka rSAG1 i rGRA4 zastosowano w prowadzonych
badaniach. Kazdg z trzech doswiadczalnych szczepionek podawano
podskornie myszom laboratoryjnym tgcznie z niekompletnym adiuwantem
Freunda. W doSwiadczeniach przeprowadzonych na tym etapie zastosowano
ponownie doswiadczalny model przewlektej toksoplazmozy u myszy oraz
dodatkowo trzy szczepy myszy: C57BL/6 (haplotyp H-2°), C3H/Hel (haplotyp
H-2) oraz BALB/c (haplotyp H-29) o genetycznie determinowanej,
odpowiednio, wysokiej, Sredniej i niskiej wrazliwosSci na zarazenie T. gondii.
Zastosowanie szczepdw myszy roznigcych sie naturalng wrazliwoscig na
toksoplazmoze konieczne jest do petnej oceny wtasciwosci szczepionek
doswiadczalnych, gdyz pozwala oceni¢ potencjat immunogenny i ochronny
badanych preparatdéw u osobnikéw zréznicowanych genetycznie. Ponadto,
badania takie stanowiqg model odzwierciedlajgcy efektywnos¢ dziatania
szczepionki w zroznicowanych genetycznie populacjach zywicieli, w tym w

populaciji ludzkiej.
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Sposrdéd badanych podjednostkowych szczepionek rekombinantowych
najsilniejsze dziatanie immnoprotekcyjne wykazata szczepionka zawierajgca
antygeny rROP2+rROP4+SAG1. W mdzgach zwierzgt laboratoryjnych
immunizowanych  tym  do$wiadczalnym  preparatem  obserwowano
statystycznie znamiennaq, silng redukcje liczby cyst tkankowych szczepu DX T.
gondii, ktéra wynosita, odpowiednio, 90% u myszy szczepu C57BL/6, 71% u
myszy C3H/HelJ oraz 77% u myszy szczepu BALB/c. Dodatkowo, siine dziatanie
ochronne wynoszqgce 84% stwierdzono réwniez u myszy szczepu BALB/c
immunizowanych szczepionkq zawierajgcq biatka rROP2+rROP4+rGRAA.

Obserwowany efekt immunoprotekcyjny badanych rekombinantowych
szczepionek zwigzany byt z pobudzaniem przez biatka szczepionkowe
antygenowo swoistej komorkowej i humoralnej odpowiedzi immunologiczne;.
Indukcja mechanizmdéw komorkowych przez badane doswiadczalne
preparaty przejawiata sie w postaci znamiennie podwyzszonej syntezy in vitro
cytokin  prozapalnych typu Thl, IFN-y i IL-2, przez stymulowane
rekombinantowymi antygenami i TLA splenocyty myszy immunizowanych, a
obserwowany efekt zalezny byt od kompozycji antygenowej uzyte] do
szczepienia zwierzgf, antygenu stosowanego do stymulacii splenocytéw in
vifro oraz szczepu myszy laboratoryjnych. Najwyzsze stezenie [IFN-yi IL-2
zanotowano w supernatantach pohodowlanych splenocytow  myszy
C3H/Hel, stymulowanych antygenami rekombinantowymi lub TLA. Natomiast,
prawdopodobnie ze wzgledu na duze zréznicowanie osobnicze, nie
stwierdzono statystycznie znamiennej produkciji in vitro obu badanych cytokin
przez stymulowane antygenami splenocyty immunizowanych myszy BALB/c.
Dodatkowo, w przeciwienstwie do komodrek Sledziony pochodzgcych od
immunizowanych myszy szczepu C57BL/6, splenocyty myszy C3H/Hel i BALB/c
wykazywaty umiarkowang antygenowo swoistqg proliferacje in vitro.
Najwyzszy, statystycznie znamienny poziom limfoproliferaciji obserwowano w
przypadku splenocytow stymulowanych biatkami rROP4, rSAGT i TLA lub
rROP4 i TLA, pochodzgcych, odpowiednio, od immunizowanych szczepionkqg
rROP2+rROP4+rSAG1 myszy C3H/Hel lub immunizowanych szczepionkami
rROP2+rROP4+rGRA4 i rROP2+rROP4+rSAG1 myszy BALB/c.
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Rozwojowi mechanizmdw komorkowych u zwierzgt immunizowanych
badanymi kompozycjami rekombinantowych biatek T. gondii towarzyszyta
synteza antygenowo swoistych surowiczych przeciwciat klasy IgG. Podobnie
jak  dwusktadnikowa  szczepionka rROP2+rROP4, badane preparaty
trojsktadnikowe  wzbudzaty mieszang odpowiedz immunologiczng typu
Th1/Th2. U myszy C3H/HelJ immunizowanych rROP2+rGRA4+rSAGT i
rROP2+rROP4+rGRA4 odpowiedz ta byta spolaryzowana w kierunku typu Th2 z
dominujgcqg syntezg surowiczych, antygenowo swoistych immunoglobulin
izotypu 1gG1, natomiast w surowicach trzech z pieciu (60%) zwierzgt
szczepionych rROP2+rROP4+rSAG1  przewazaty immunoglobuliny izotopu
IgG2a o swoistosci anty-rROP2 i anty-rSAGI1. Identyczne miana przeciwciat
izotypow IgG1 i IgG2c zaobserwowano w przypadku swoistych dla biatka
rGRA4 immunoglobulin IgG obecnych w surowicach myszy C57BL/6
immunizowanych rROP2+rGRA4+rSAG1 lub rROP2+rROP4+rGRA4. Ocena
mian antygenowo swoistych przeciwciat w surowicach myszy BALB/c
wykazata, iz wytwarzanymi w najwyzszym mianie izotypami surowiczych,
antygenowo swoistych przeciwciat klasy IgG sg immunoglobuliny IgG1 anty-
rGRA4, IgG1 anty-rSAG1 i IgG2a anty-rROP2, IgG2a anty-rSAG1 (immunizacja
rROP2+rGRA4+rSAGT), IgG1/1gG2a anty-rROP4 (immunizacja
rROP2+rROP4+rGRA4) oraz IgG1/IgG2a anty-rROP4 i IgG1/IgG2a anty-rSAGI
(immunizacja rROP2+rROP4+rSAGT).

Powyzsze doswiadczenia wykazaty, iz wzbogacenie kompozycji biatek
rROP2 i rROP4 w powierzchniowy antygen rSAGI1 lub wydzielniczy antygen
rGRA4 przyczynia sie do statystycznie znamiennego nasilenia dziatania
ochronnego indukowanego przez uzyty do immunizacji doswiadczalny
preparat szczepionkowy, a indukowany efekt immunoprotekcyjny zalezy od
kompozycji antygenowej uzytej do immunizaciji zwierzgt laboratoryjnych i ich
naturalnej, genetycznie warunkowanej wrazliwosci na toksoplazmoze. Mimo iz
kompozycja antygendéw rROP2+rROP4 z biatkiem rSAG1 lub biatkiem rGRA4
przyczynita sie do znacznego obnizenia liczby cyst tkankowych w mdzgach
myszy immunizowanych, w poréwnaniu z ich liczbg w mobzgach zwierzat
kontrolnych, to obserwowane dziatanie immunoprotekcyjne indukowane

Strona 25z 42



autoreferat (zatqcznik Z3a) dr Bozena Dziadek

przez te badane doswiadczalne szczepionki nadal nie gwarantowato petne;j
ochrony przed zarazeniem cystotwoérczym szczepem DX T. gondii. Dalsze
Mozliwosci prowadzgce do nasilenia potencjatu ochronnego
podjednostkowej szczepionki zawierajgcej biatka rROP2+rROP4+rSAGT lub
rROP2+rROP4+rGRA4, obejmujgce: a) uzupetnianie jej/ich kompozyciji
antygenowej w krytyczne dla patogennosci pasozyta biatka wydzielnicze, b)
zmiane doswiadczalnego adiuwantu Freunda na stosowany klinicznie lub
znajdujgcy sie w fazie badan przedklinicznych adiuwant preferencyjnie
pobudzajgcy komodrkowqg odpowiedz immunologiczng na antygeny
szczepionkowe, odgrywajgcq kluczowe znaczenie w odpornosci protekcyjnej
przeciwko zarazeniu T. gondii, c) zmiane drogi podawania antygenu z
podskdérnej na dosluzowkowq, gwarantujgcqg rozwdj lokalnej swoistej
odpowiedzi immunologicznej w obrebie nabtonkdw, zostaty przedstawione w
publikacji przeglgdowej (praca nr 7) przygotowanej na zaproszenie edytorow
czasopisma Bioengineered Bugs (obecnie Bioengineered). Praca ta
podsumowuije wyniki otfrzymane w badaniach szczepionek frojsktadnikowych
oraz przedstawia mozliwe perspektywy zastosowania nowych modeli
pozwalajgcych na skonstruowanie w petni immunoprotekcyjnej szczepionki

przeciwko toksoplazmozie.

Osiagniecia:

1. Wykazanie po raz pierwszy silnego dziatlania ochronnego
podjednostkowej, rekombinantowej szczepionki przeciwko
toksoplazmozie zawierajgcej biatka rROP2+rROP4+rSAG1 |lub
rROP2+rROP4+rGRA4 T. gondii.

2. Wykazanie wptywu naturalnej, warunkowanej genetycznie,
podatnosci na toksoplazmoze na indukowany przez badane
podjednostkowe, tréjskiadnikowe szczepionki rROP2+rGRA4+rSAGI1,
rROP2+rROP4+rGRA4 i rROP2+rROP4+rSAG1 efekt ochronny przed
zarazeniem T. gondii.

3. Opracowanie i optymalizacja warunkéw klonowania, ekspresji i

oczyszczania rekombinantowych biatek rGRA4 i rSAG1.
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Mozliwe zastosowanie:

1. Badanie wplywu innych, wainych dla patogennosci T. gondii,
wydzielniczych biatek tego pasozyta na efekt ochronny indukowany
przez podjednostkowe, tréjsktadnikowe szczepionki
rROP2+rROP4+rSAG1 i rROP2+rROP4+rGRAA4.

2. Badanie  wplywu adiuwantow, polaryzujgcych  odpowiedz
immunologiczng na antygeny szczepionkowe w kierunku typu Th1, na
efekt ochronny indukowany przez podjednostkowe, tréjsktadnikowe
szczepionki rROP2+rROP4+rSAG1 i rROP2+rROP4+rGRAA.

3. Badanie wplywu dosluzowkowej drogi podawania biatek
szczepionkowych na dzialanie ochronne doswiadczalnych
preparatéw zawierajgcych rekombinantowe formy antygendéw T.

gondii.

%‘M«ek
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OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-
BADAWCZYCH

1. Modulacja mechanizméw odpowiedzi immunologicznej przez

pateczki z rodzaju Listeria

Zaliczane do fakultatywnych, wewngtrzkomorkowych patogendw
pateczki z rodzaju Listeria sq szeroko rozpowszechnione w Srodowisku
naturalnym (gleba, zywnos¢, rosliny), a zakazenia powodowane przez te
bakterie sg szczegdlnie niebezpieczne dla kobiet ciezarnych oraz oséb z
obnizong odpornoscig. U biorcow przeszczepodw szpiku kostnego, poddanych
terapii lekami immunosupresyjnymi, zakazenia pateczkami Listeria oraz ich
modulujgcy wptyw na mechanizmy odpowiedzi immunologicznej
gospodarza wigzqg sie miedzy innymi z nasilaniem reakcji GvHR (Graft versus
Host Reaction; reakcja przeszczep przeciw gospodarzowi), stanowigc tym
samym przyczyne niepowodzenia wykonanego zabiegu fransplantacyjnego.
Przeprowadzone badania wtasne wykazaty, ze indukowane przez pateczki L.
innocua nasilenie reakcji GVHR zwigzane jest z rozwojem nadwrazliwosci typu
pbdznego na antygeny tych bakterii i stymulujgcym dziataniem [L-2, ktéra
produkowana jest przez limfocyty T w tfrakcie odpowiedzi immunologicznej na
zakazenie. Ponadto udokumentowano rowniez role makrofagéow jako
komorek zwigzanych z intensyfikacjg reakcji GvHR.

Cytokiny chemotaktyczne (chemokiny) sg grupg cytokin prozapalnych
odpowiedzialnych za stymulowanie naptywu leukocytow i, w zwigzku z tym,
odgrywajgcych istotng role w  przebiegu proceséw  zapalnych,
patologicznych, a takze w frakcie infekcji. Zaliczane do B-chemokin (rodzina
CC-chemokin) biatka chemotaktyczne dla monocytéw (MCP; Monocyte
Chemotactic Protein) charakteryzujg sie szerokim spekfrum aktywnosci
biologiczne] wskazujgcym na ich mozliwe zaangazowanie w mechanizmy
odpowiedzi immunologicznej indukowane W zakazeniach
wewngtrzkomorkowymi patogenami bakteryjnymi takimi  jok L
monocytogenes czy Mycobacterium ftuberculosis. We wczesne] fazie

doswiadczalnej listeriozy u myszy laboratoryjnych, mysia chemokina MCP-
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1/JE, homolog ludzkiego biatka MCP-1, stanowi wazny element nieswoistych
mechanizmdw odpowiedzi immunologicznej, a jej aktywnos$¢ biologiczna
wigze sie z indukowaniem naptywu i akumulacji makrofagdw w miejscu
infekcji. Wyniki otrzymane z wtasnych doswiadczen wykazaty, iz nie tylko
biatko MCP-1/JE, ale réwniez mysia chemokina MCP-5, bedgca drugim
homologiem ludzkiego biatka MCP-1, stanowi element wczesnej odpornosci
nieswoistej] w zakazeniach pateczkami Listeria. Badania te po raz pierwszy
udokumentowaty nie tylko produkcje cytokiny chemotaktycznej MCP-5 przez
makrofagi w przebiegu doswiadczalnej listeriozy u myszy laboratoryjnych, ale
rowniez wskazaty réznice dotyczgce zaréwno kinetyki wytwarzania chemokin
MCP-1/JE i MCP-5, jak i czynnikdw regulujgcych ich synteze.

Publikacje habilitanta dotyczgce tej tematyki

Przed doktoratem
1. Goscicka, T., Walencka, M., Szeliga, J., Bloch, M., Dziadek, B. Participation of
IL-12 and direct cell cytotoxicity in the modulation of GvH reaction in mice
infected with Listeria innocua. Arch Immunol Ther Exp 1995; 43: 239-45.
Po doktoracie
1. Dziadek, B., Dziadek, J., Poptawski, T., Goscicka, T. Two murine homologues of
human MCP-1 chemokine are differently expressed during intracellular

infection with Listeria strains. Centr Eur J Immunol; 2004; 29(1):23-28.

2. Aktywnosé biologiczna IL-8, zwigzanej in vivo w kompleksach z a-2-

makroglobuling, v pacjentow z ostrym uszkodzeniem ptuc (ALl) i

zespotem osirej niewydolnosci oddechowej (ARDS)

Ostre uszkodzenie ptuc (AL, Acute Lung Injury) i zespot ostrej
niewydolnosci oddechowej (ARDS; Acute Respiratory Distress Syndrome)
charakteryzujg sie wystepowaniem rozsianych uszkodzeh w ptucach
prowadzgcych do zaburzen funkcjonalnych tego narzgdu. Zmianom
patologicznym w ptucach pacjentdw z ALI/ARDS towarzyszy uszkodzenie
warstwy komorek nabtonka i sréddbtonka oraz zwiekszenie przepuszczalnosci
wtosowatych naczyn ptucnych, co powoduje przemieszczanie sie biatek

0socza i upostaciowanych sktadnikdw krwi, poza swiatto naczyn, do migzszu
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ptucnego i Swiatta pecherzykdw ptucnych. Badania, w ktdérych bratam
udziat, dotyczqgce pacjentow z ALI/ARDS, pozwolity stwierdzi¢, iz
charakteryzujg sie oni podwyzszonym stezeniem a2-makroglobuliny oraz
kompleksow  IL-8 z  o2-makroglobuling w  ptynie  ptucnym, co
najprawdopodobniej warunkuje zmiany patologiczne w obrebie ptuc, gdyz
moze sie przyczyniaC do stymulacji naptywu i akumulacji neutrofiiow w
przestrzeniach ptucnych. Zwigzane jest to z zachowaniem aktywnosci
biologicznej przez IL-8 zwigzang w kompleksach z a2-makroglobuling, co
przejawia sie w zdolnosci wigzania sie tej cytokiny do swoistych receptorow
wystepujgcych na neutrofilach oraz indukowania przez nig syntezy
mieloperoksydazy przez te komorki. Ponadto tworzenie przez IL-8 kompleksow
z a2-makroglobuling chroni jg przed degradacjq proteolityczng, co warunkuje
modulujgcy wptyw tej cytokiny na wystgpienie ostrego odczynu zapalnego u
pacjentow z ALI/ARDS. Otrzymane wyniki pozwolity na wyjasnienie
obserwowanej u pacjentow z ALI/ARDS korelacji pomiedzy podwyzszonym
stezeniem kompleksow IL-8 z a2-makroglobuling, a nasilonym gromadzeniem
sie neutrofildw w ptucach. Ponadto, biorgc pod uwage wczesniejsze
badania przeprowadzone w zespole prof. Anny Kurdowskiej, dotyczgce
usuwania z organizmu kompleksow IL-8 z a2-makroglobuling przy udziale
receptorow dla a2-makroglobuliny obecnych na makrofagach stwierdzono,
iz U pacjentow z ALI/ARDS biologiczna rola IL-8 zwigzanej w kompleksach z a2-
makroglobuling moze byc¢ zalezna m.in. od takich czynnikdw, jak rodzgj
komorek obecnych w miejscu reakcji zapalnej oraz obecnos¢ i dostepnosc

odpowiednich receptoréw na tych komorkach.

Publikacje habilitanta dotyczgce tej tematyki
1. Kurdowska, AK., Geiser, TK., Alden, S.M., Dziadek, B.R., Noble, J.M., Nuckton,
T.J., Matthay, M.A. Activity of pulmonary edema fluid interleukin-8 bound to
az-macroglobulin in patients with acute lung injury. Am J Physiol Lung Cell Mol
Physiol 2002; 282:1092-98.

Strona 35z 42



autoreferat (zatqcznik Z3a) dr Bozena Dziadek

3. Regulacja metabolizmu zelaza w zarazeniach T. gondii

Nieswoiste mechanizmy komorkowe determinowane przez makrofagi,
granulocyty, komorki dendrytyczne i komorki NK odgrywajqg istotng role w
kontrolowaniu zarazen T. gondii. Istotnym czynnikiem modulujgcym
fiziologiczne i immunologiczne funkcje makrofagow jest metabolizm zelaza, a
zaburzenia dotyczgce tego metabolizmu mogg hamowac aktywnos¢ bodjczg
i cytotoksyczng tych komorek. Zewngtrzkomorkowym rezerwuarem jondw
zelaza w organizmie zywiciela sq biatka noSnikowe, do ktérych nalezy
wystepujgca w surowicy fransferyna oraz obecna w wydzielinach komérek
nabtonkowych laktoferyna. Makrofagi, podobnie jak wiele innych komorek,
pobierajg jony zelaza zwigzane z biatkami noSnikowymi przy udziale
powierzchniowych receptorow, ktérych ekspresja regulowana jest przez
czynniki pochodzenia endogennego i egzogennego. Przeprowadzone
badania wtasne wykazaty, iz zarazenie T. gondii prowadzi do obnizenia
poziomu ekspresji receptorow dla transferyny obecnych na makrofagach,
stanowigc prawdopodobnie jeden z mechanizmdw ograniczajgcych dostep
do jondw zelaza niezbednych temu pasozytowi do wewngtrzkomorkowego
wzrostu i rozprzestrzeniania sie w organizmie zywiciela.

Biorgc pod uwage wykazang wczesniej w badaniach witasnych
zdolno$¢ Toxoplasma do wigzania ludzkiej hololaktoferyny okreslono oraz
porownano kinetyke wigzania tego biatka przez zywe oraz utrwalone
tachyzoity pasozyta. Jednoczesnie, majgc na wzgledzie
przeciwdrobnoustrojowqg aktywnos¢ laktoferyny, wykazano, iz  wysokie
stezenia tego biatka ograniczajg wewngtrzkomorkowy wzrost pasozyta, co
moze mieC wazne znaczenie ze wzgledu na obecnosc laktoferyny w
wydzielinach bton Sluzowo-surowiczych i naturalng, pokarmowqg droge
wnikania T. gondii do organizmu zywiciela.

Publikacje habilitanta dotyczace tej tematyki

1. Dziadek, B., Dytnerska-Dzitko, K., Dtugonska, H. The modulation of transferrin
receptors level on mouse macrophages and fibroblasts by Toxoplasma gondii.
Polish J Microbiol 2004; 53:75-80.
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2. Drztko, K., Dziadek, B., Dziadek, J., Dlugonska, H. Toxoplasma gondii: inhibition
of the infracellular growth by human lactoferrin. Pol J Microbiol 2007;56(1):25-
32.

3. Dtugonska, H., Dziadek, B., Dzitko, K. Pobieranie zelaza przez pasozytnicze
pierwotniaki: receptory dla biatek wigzgcych zelazo. Post Biol Kom 2005;
32(2):169-80.

4. Interakcje pomiedzy prolaktyng a T. gondii

Prolaktyna jest hormonem  wykazujgcym  szerokg — aktywnosc
biologiczng, wigzqgcqg sie takze z  petnieniem przez nig  funkcji
immunoregulatorowych. W przypadku inwazji T. gondii prolaktyna wykazuje
dziatanie ochronne wynikajgce prawdopodobnie ze stymulowania przez ten
hormon wytwarzania cytokin typu Th1, gtéwnie IFN-y, co ma istotne znaczenie
dla przebiegu zarazenia tym pasozythiczym pierwotniakiem. Niezbednym dla
petnego zrozumienia roli prolaktyny w przebiegu inwazji T. gondii wydaje sie
by¢ jednak, nie tylko poznanie jej wptywu na mechanizmy odpowiedzi
immunologicznej zywiciela, ale rowniez wyjasnienie interakcji zachodzgcych
pomiedzy tym hormonem a samym pierwotniakiem. Interakcje te mogq byc¢
istotne dla opracowania nowych, skutecznych w leczeniu toksoplazmozy,
strategqii terapeutycznych i/lub profilaktycznych. Badania podjete w ramach
tej problematyki pozwolity stwierdzi¢, iz zarédwno fizjologiczne, jak i
podwyzszone stezenia prolaktyny ograniczajg wewnagtrzkomorkowy wzrost
tachyzoitdbw Toxoplasma, co zwigzane jest z bezposrednim oddziatywaniem
tego hormonu na toksoplazmy i hamowaniem ich zdolnosci do penetrowania
komorek zywiciela. Ponadto wykazano, iz zarédwno endogenna, jok i
egzogenna prolaktyna hamuje proliferacje tachyzoitow w jednojgdrzastych
komaorkach krwi obwodowej izolowanych od pacjentek z hiperprolaktynemiq.
Fakt ten sugeruje, iz fizjologiczny wzrost stezenia prolaktyny u kobiet
ciezarnych moze stanowi¢ naturalny mechanizm ograniczajgcy ryzyko
rozwoju zarazenia tym pasozytem. Dodatkowo, na podstawie doswiadczen

zmierzajgcych do wyjasnienia mechanizmow interakcji pomiedzy prolaktyng
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a T. gondii stwierdzono, iz tachyzoity zardwno szczepu RH (genotyp |), jak i
ME49 (genotyp Il) tego pasozyta swoiscie wigzg owczq prolaktyne.
Publikacje habilitanta dotyczgce tej tematyki
1. Dzitko, K., Gatkowska, J., Ptocinski, P., Dziadek, B., Dtugonska, H. The effect of
prolactin (PRL) on the growth of Toxoplasma gondii tachyzoites in vitro.
Parasitol Res 2010; 107(1):199-204.

2. Drztko, K., Lawnicka, H., Gatkowska, J., Dziadek, B., Komorowski, J., Dlugonska,

H. Inhibitory effect of prolactin on Toxoplasma proliferation in peripheral blood
mononuclear cells from patients with hyperprolactinemia. Parasite Immunol
2012; 34(6):302-11.

3. Drzitko, K., Dziadek, B., Gatkowska, J., Dtugonska, H. Toxoplasma gondii binds
sheep prolactin. Exp Parasitol 2013; 134(2):216-19.

5. Larazenie T. gondii a zmiany behawioralne u zywicieli posrednich

Tropizm tachyzoitow i bradyzoitow T. gondii do oSrodkowego uktadu
nerwowego oraz lokalizacja cyst tkankowych pasozyta w mozgach zywicieli
posrednich staty sie podstawqg do rozpoczecia, w wielu laboratoriach na
Swiecie, badan zmierzajgcych do wyjasnienia mozliwych powigzan pomiedzy
toksoplazmozg a zaburzeniami neurologicznymi. Pozwolity one na wykazanie
nie tylko zmian behawioralnych u zywicieli posrednich z przewlektq
toksoplazmozqg, ale réwniez zwrdcity uwage na korelacje pomiedzy
przewlektq inwazjg Toxoplasma a niektérymi chorobami o podtozu
neurologicznym  takimi  jaok schizofrenia czy zaburzenia obsesyjno-
kompulsywne (nerwica natrectw). Biorgc po uwage fakt, iz przewlekta
toksoplazmoza moze prowadzic do zaburzen naturalnych mechanizmow
samozachowawczych, podjete zostaty badania wtasne majgce na celu
okreslenie stopnia zasiedlania, przez cysty tkankowe pasozyta, obszarow
osrodkowego uktadu nerwowego, hipokampa i ciat migdatowatych,
kontrolujgcych zaburzane mechanizmy. Wykozano, iz u myszy z
doswiadczalng przewlektg toksoplazmozg cysty tkankowe Toxoplasma
lokalizujg sie w obrebie zardwno hipokampa, jak i ciat migdatowatych, bez

preferencyjnego zasiedlania jednego z tych dwoch regiondw mozgu.
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Ponadto u zwierzat laboratoryjnych obserwowano zmiany behawioralne
zwigzane m.in. z obnizeniem ich aktywnosci eksploracyjnej. Dodatkowo,
stwierdzono, iz przede wszystkim ostre] toksoplazmozie towarzyszq, zalezne od
ptci, zmiany aktywnosci wybranych systemdéw neurofransmisyjnych,
dopaminergicznego, serotoninergicznego i noradrenergicznego.

Publikacje habilitanta dotyczgce tej tematyki

1. Gatkowska, J., Wieczorek, M., Dziadek, B., Dzitko, K., Dlugonska, H. Behavioral
changes in mice caused by Toxoplasma gondii invasion of brain. Parasitol Res
2012; 111(1):53-58.

2. Gatkowska, J., Wieczorek, M., Dziadek, B., Dzitko K., Dlugonska, H. Sex-
dependent neurotransmitter level changes in brains of Toxoplasma gondii
infected mice. Exp Parasitol 2013; 133(1):1-7.

6. Molekularne podstawy patogenezy pratkéw gruzlicy

Mycobacterium tuberculosis, czynnik etfiologiczny gruzlicy, jest jednym z
najgrozniejszych, wewnagtrzkomorkowych, bakteryjnych patogendw
cztowieka, odpowiedzialnym kazdego roku za Smierc okoto 2 min oséb i 8 min
nowych zachorowan. Swiatowa Organizacja Zdrowia ocenia, ze okoto 1/3
populacji ludzi jest zakazona pragtkiem gruzZlicy, a u okoto 5-10 % sposrod
zakazonych oséb rozwinie sie w ciggu zycia aktywna postac gruzlicy. Gruzlica
wywotana prgtkami lekowrazliwymi jest chorobqg catkowicie uleczalng, przy
zastosowaniu wtasciwie prowadzonej, wielolekowej terapii, lecz coraz czesciej
identyfikuje sie na catym Swiecie szczepy oporne na leki, wielolekooporne
(MDR; Multi Drug Resistance) czy tez szczepy o rozszerzonej opornosci (XDR;
Extensively Drug Resistance). Wirulencja M. tuberculosis warunkowana jest
mechanizmami  pozwalajgcymi mu na przeciwstawianie sie uktadowi
odpornosciowemu gospodarza, zarbwno po sfagocytowaniu przez komorki
zerne (neutrofile, makrofagi), jak i w zmianach ziarniniokowatych, nawet wiele
lat od pierwotnej infekcji. Zdolnos$¢ prgtkdw do adaptacii w zmieniajgcych sie
warunkach Srodowiska jest jednym z elementdw pozwalajgcych M.
fuberculosis na przezycie w organizmie gospodarza i reaktywacje w

warunkach obnizonej odpornosci organizmu. Zdolno$¢ do przezywania
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pratkbw podczas zakazenia warunkowana jest réwniez mozliwosciq
wykorzystywania dostepnych zrédet wegla i energii. W badaniach, w ktérych
uczestniczytam, analizowano zdolno$¢ prgtkdw gruzlicy do akumulacii i
degradacji cholesterolu oraz analizowano enzymy uczestniczgce w tym
procesie, jako potencjalne czynniki wirulencji. W ramach pierwszej z
realizowanych wspdlnie prac uzyskano, a nastepnie poddano analizie z
zastosowaniem modelu doswiadczalnej  gruzlicy u myszy, mutanta M.
tuberculosis pozbawionego zdolnosci do syntezy oksydazy cholesterolowej,
jak przypuszczano kluczowego enzymu dla procesu degradacji cholesterolu.
Badany mutant, lecz nie szczep dziki czy mutant komplementowany genem
funkcjonalnym, stabiej namnazat sie zarébwno w warunkach in vitro w
komorkach wysieku otrzewnowego myszy, jak i in vivo w organizmach
zakazonych zwierzgt laboratoryjnych. Przeprowadzone badania jasno
wykazaty, ze zdolnoSC do syntezy oksydazy cholesterolowej jest dla prgtkdw
niezbedna w procesie zakazenia. Ponadto, konstrukcja ukierunkowanego
mutanta z blokiem metabolicznym na jednym z etapdw degradacji struktury
pierscieniowej cholesterolu pozwolita stwierdzi¢, iz, w zaleznosci od sktadu
podtoza i dostepnosci innych zrodet wegla, akumuluje on cholesterol w
zewnetrznej warstwie Sciany komorkowej bqdz przeprowadza proces jego
degradaciji. Identyfikacja posredniego produktu degradacji cholesterolu w
hodowli mutanta niezdolnego do syntezy ketosteroidowe] dehydrogenazy
byta bezposrednim dowodem na zdolnos¢ prgtkdw do wykorzystywania tego
sterolu jako zrédta wegla i energii.

Poczgtkowe etapy procesu degradacji cholesterolu byty rowniez
badane w kolejnej pracy majgcej za zadanie okreslic, czy oksydaza
cholesterolowa i/lub hydroksysteroidowa dehydrogenaza sg niezbedne do
degradacji cholesterolu. Doswiadczenia te miaty wyjasni¢: a) czy rola
oksydazy cholesterolowej w patogennosci prgtkdw zwigzana jest z procesem
degradaciji cholesterolu, czy tez np. z cytotoksycznosciq samego enzymu oraz
b) czy obserwowany w badaniach wtasnych i innego zespotu brak atenuacii
mutanta M. tuberculosis, niezdolnego do syntezy hydroksysteroidowej
dehydrogenazy, wskazuje, ze proces degradacji cholesterolu nie jest
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niezbedny w warunkach in vivo. Konstrukcja wielokrotnych mutantow i
szeregu szczepow komplementowanych funkcjonalnymi genami oraz ich
analiza jednoznacznie wykazata, ze szczep M. tuberculosis pozbawiony
mozliwosci syntezy obu badanych enzymow jest wcigz zdolny do degradacii
cholesterolu.

Jednym z kluczowych elementow warunkujgcych wirulencje prgtkéw
gruzlicy jest ich specyficznie zbudowana Sciana komérkowa, stanowigca
doskonatg bariere przepuszczalnosci zaréowno dla zwigzkédw hydrofobowych,
jak i hydrofilowych, w tym wielu antybiotykdw. Szczegdtowe wyjasnienie
mechanizmow biosyntezy Sciany komorkowej prgtkdw jest niezbedne nie
tylko z punktu widzenia petnego zrozumienia procesdw wirulencji, ale takze
przy poszukiwaniu potencjalnych miejsc docelowych dla nowych
tuberkulostatykow. Celem prowadzonych badan byta ocena roli jednego z
enzymow zaangazowanych w proces biosyntezy kwasdw mykolinowych,
acetylokarboksylazy CoA (AccDé), ktory okazat sie niezbedny w komdrkach
prgtkdbw gruzlicy, ale nie w komodrkach niepatogennych prgtkéw
Mycobacterium smegmatis.

Poszukiwanie wtasciwych elementdw docelowych dla nowych
tubekulostatykéow prowadzone jest nie tylko wsrdd enzymow zwigzanych z
biosyntezg Sciany komorkowej pratkdw gruzlicy, ale takze wsrdd biatek
zaangazowanych w inne, niezbedne dla funkcjonowania komorki procesy. W
przeprowadzonych przez nas badaniach oceniano enzym replikacyjny —
primaze DnaG jaoko potencjalne miejsce docelowe dla nowych
tuberkulostatykéw. Wykazano, ze enzym ten jest niezbedny dla przezycia
pratkdw, a usuniecie kodujgcego go genu jest letalne, nawet w warunkach
nadprodukcji  identyfikowanych w genomie pragtkbw primaz  AEP.
Jednoczesnie, zaobserwowano, ze nawet silne obnizenie poziomu biatka
DnaG w komdrkach prgtkdw nie wptywa znaczgco na ich przezywalnose.
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