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WSKAZANIE OSIAGNIECIA* wynikajgcego 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.):

TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

yimmunoprofilaktyka toksoplazmozy w kontekscie wptywu inwazji

Toxoplasma gondii na o$rodkowy uktad nerwowy”

Przedtozone do oceny osiggniecie naukowe obejmuje monotematyczny cykl 5 oryginalnych
publikacji naukowych oraz 2 prac przegladowych (Tabela 1 i 2). Sumaryczny IF ujetych prac,
podany wedtug roku ich publikacji wynosi: 12,738, natomiast tgczna suma punktéw MNiSW
podana zgodnie z rokiem ukazania sie prac / aktualnym ujednoliconym wykazem czasopism

punktowanych z dnia 9 grudnia 2016 wynosi: 175 / 180.
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PUBLIKACJE WCHODZACE W SKtAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

(autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

Tabela 1. Prace oryginalne:

s . Punkty

Lp. Dane bibliograficzne IF MNISW

1. | Gatkowska J., Gasior A., Kur J., Dtugonska H. 20*
Toxoplasma gondii: chimeric Dr fimbriae as a recombinant vaccine 1751
against toxoplasmosis. ! Gk
Experimental Parasitology, 2008, 118: 266-270.

2. | Gatkowska J., Wieczorek M., Dziadek B., Dzitko K., Dtugoriska H. S5
Behavioral changes in mice caused by Toxoplasma gondii invasion of 5 852
brain. ! 30%+
Parasitology Research, 2012, 111: 53-58.

3. | Gatkowska J., Wieczorek M., Dziadek B., Dzitko K., Dtugonska H. S5
Sex-dependent neurotransmitter level changes in brains of 1.859
Toxoplasma gondii infected mice. ! .
Experimental Parasitology, 2013, 133: 1-7.

4. | Gatkowska J.M., Dziadek B., Dziadek J., Dzitko K., Dtugonska H.

. . .. . . 15*
Recombinant MAG1 protein of Toxoplasma gondii as a diagnostic 0.750
antigen. ! 15++
Polish Journal of Microbiology, 2015, 64: 55-59.

5. | Gatkowska J., Wieczorek M., Dziadek B., Dzitko K., Dziadek J.,

Dtugoriska H. 40*
Assessment of the antigenic and neuroprotective activity of the

. . . .. . . 2,356
subunit anti-Toxoplasma vaccine in T. gondii experimentally infected
mice 40**
Veterinary Parasitology, 2018, 254: 82-94.

Tabela 2. Prace przeglgdowe:

. , Punkty

Lp. Dane bibliograficzne IF MNISW

1. | Hiszczynska-Sawicka E., Gatkowska J.M., Grzybowski M.M., 35*
Dtugonska H. 235
Veterinary vaccines against toxoplasmosis. ! 30%*
Parasitology, 2014, 141: 1365-1378.

2. | Gatkowska J., Ditugoniska H. The role of extracellular vesicles in 15*
parasite-host interaction. 0,82
Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej, 2016, 70: 951-958. 15**
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I . N . tacznie
Publikacje stanowigce osiggniecie naukowe w formie
monotematycznego cyklu publikacji IF Punkty
MNisW
sumaryczny IF (podany zgodnie z rokiem wydania publikacji) 175%*
oraz punkty MNiSW (*podane zgodnie z rokiem publikacji) 12,738
(**podane zgodnie z lista z 2016 r.) 180**

FINANSOWANIE | WSPOtPRACA:

Wykonane przeze mnie prace badawcze, ktére wchodzg w sktad monotematycznego cyklu

publikacji byty finansowane ze srodkéw pochodzacych z:

e Narodowego Centrum Nauki w ramach kierowanego przeze mnie projektu , Badanie
immunogennego i neuroprotekcyjnego dziatania rekombinowanych szczepionek przeciw
toksoplazmozie z uzyciem mysiego modelu doswiadczalnego” [N N302 636340],

e dofinansowania (MNiSW) badan naukowych mtodych naukowcdédw przyznanego na
realizacje projektu indywidualnego ,,Zmiany behawioralne u myszy zarazonych T. gondii —
optymalizacja testu otwartego pola (OF)”,

e dziatalnosci wtasnej i statutowej Katedry Immunologii i Biologii Infekcyjnej Uniwersytetu

tédzkiego.

Charakter wykonywanych doswiadczen obejmujacych szeroki zakres zagadnien
z réznych dziedzin wiedzy wymagat nawigzania wspétpracy naukowej z réznymi jednostkami
naukowymi:

e 7z prof. dr. hab. Jézefem Kurem z Katedry Mikrobiologii (obecnie Katedra Biotechnologii
Molekularnej i Mikrobiologii) Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej i jego
zespotem (z dr inz. Elzbietg Hiszczyriska-Sawicka, dr hab. inz. Lucyng Holec-Gasior, dr. inz.
Arturem Gasiorem, dr. inz. Barttomiejem Ferrg),

e 7z dr. hab. Markiem Wieczorkiem, prof. nadzw. Ut z Katedry Neurobiologii Wydziatu
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego,

e oraz z prof. dr. hab. Jarostawem Dziadkiem z Instytutu Biologii Medycznej Polskiej

Akademii Nauk i jego zespotem (z dr hab. Anng Brzostek).
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OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO
(osiggnietych wynikéw oraz ich ewentualnego wykorzystania)

Wprowadzenie

Toksoplazmoza, jedna z najbardziej powszechnych inwazji pasozytniczych na swiecie,
wywotywana jest przez kosmopolitycznego pierwotniaka Toxoplasma gondii. Pasozyt ten
charakteryzuje sie ztozonym cyklem rozwojowym obejmujgcym zywiciela ostatecznego
i réznych zywicieli posrednich. Jedynymi znanymi zywicielami ostatecznymi
T. gondii sa kotowate (Felidae), u ktérych pierwotniak przechodzi faze ptciowa cyklu
rozwojowego, w wyniku ktdrej w nabtonku jelita cienkiego zywiciela powstajg wydalane na
zewnatrz zakazne formy srodowiskowe — sporozoity zamkniete w oocystach. Role zywicieli
posrednich petnig rézne gatunki zwierzat statocieplnych, a takze cztowiek, w organizmach
ktorych pasozyt rozmnaza sie na drodze bezptciowej skutkujgcej zwykle statym
nosicielstwem pierwotniaka w postaci cyst tkankowych zawierajgcych bradyzoity,
zlokalizowanych gtéwnie w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) i mie$niach poprzecznie
prazkowanych [18, 21].

Wysoki odsetek nosicielstwa zwigzany jest przede wszystkim z drogami transmisji
pasozyta. Najczestszym zrddtem zarazenia T. gondii jest spozycie niewtfasciwie obrobionego
termicznie miesa zawierajgcego cysty tkankowe lub produktéw spozywczych (surowych
owocoéw, warzyw) i wody skazonych obecnymi w glebie oocystami. Dodatkowo pasozyt
zdolny jest do przenoszenia sie w obrebie samej populacji ludzkiej drogg przeztozyskowa od
pierwotnie zarazonej kobiety ciezarnej do ptodu (toksoplazmoza wrodzona), przez transfuzje
krwi oraz poprzez przeszczep tkankowy organu od nosiciela pasozyta [18, 21].

W wyniku dostania sie do organizmu form zakaznych pierwotniaka — bradyzoitow
(z cyst tkankowych), sporozoitow (z oocyst) lub tachyzoitéw (toksoplazmoza wrodzona)
rozwija sie toksoplazmoza, w trakcie ktérej pierwotniak intensywnie namnaza sie w réznych
komodrkach i tkankach, posiada bowiem zdolnos$¢ inwazji witasciwie kazdej komorki
jadrzastej. Intensywna proliferacja pasozyta prowadzi do uruchomienia najpierw wrodzonej,
a nastepnie nabytej odpowiedzi odpornosciowej, ktérej presja powoduje konwersje
tachyzoitow do bradyzoitéw i przejscie fazy ostrej toksoplazmozy w przewlekta zwigzang

z obecnoscig cyst tkankowych w organizmie zywiciela [10, 35].
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Toksoplazmoza, z reguty bezobjawowa u 0s6b immunokompetentnych, moze miec
burzliwy a nawet $miertelny przebieg u osobnikdw z ostabionym (biorcy przeszczepdw,
pacjenci z AIDS) lub niedojrzatym (ptody) uktadem odpornosciowym. Dodatkowo
toksoplazmoza stanowi nie tylko zagrozenie zycia i zdrowia ludzi, ale powoduje rocznie duze
straty hodowlane wynikajgce z konsekwencji zarazenia, takich jak poronienia, u zwierzat
gospodarskich [9, 18].

Przez wiele lat uwazano, ze przewlekfa toksoplazmoza jest stanem podklinicznym
niewywotujgcym zadnych negatywnych skutkéw u immunokompetentnych nosicieli. Ten
poglad zostat zakwestionowany gdy odkryto, iz pierwotniak zdolny jest do manipulacji
zachowaniem zywicieli posrednich. Liczne badania eksperymentalne, gtéwnie z uzyciem
mysiego i szczurzego modelu doswiadczalnego, doprowadzity do sformutowania tzw.
,hipotezy manipulacji”, w mysl ktérej pasozyt w sposdb celowy i ukierunkowany zmienia
zachowanie zywiciela posredniego w taki sposdb, by zwiekszyé szanse dostania sie do
organizmu zywiciela ostatecznego, u ktérego przebiega rozmnazanie ptciowe stanowigce
podstawe zmiennosci [42]. Liczne badania ankietowe pozwolity na zaobserwowanie wptywu
inwazji T. gondii na zachowanie ludzi [13], a niedawno udowodniono takze, iz zarazenie
T. gondii zmienia w istotny sposdb zachowanie szympanséw [33]. Ponadto, istnieje wiele
doniesien na temat potencjalnego zwigzku przyczynowo-skutkowego pomiedzy
nosicielstwem pierwotniaka, a zwiekszonym ryzykiem rozwoju powaznych choréb i zaburzen
OUN takich jak schizofrenia [15]. Do dzi$ mechanizm obserwowanych zmian neurologicznych
nie zostat doktadnie poznany.

Obecnie leczenie toksoplazmozy opiera sie na stosowaniu chemioterapeutykéw
o aktywnosci przeciwpasozytniczej, ktére cho¢ ograniczajg namnazanie szybko dzielgcych sie
tachyzoitéw to zwykle nie sg skuteczne w eliminacji zamknietych w cystach tkankowych
bradyzoitow odpowiedzialnych za przewlekts inwazje i zmiany behawioralne u nosicieli [18,
21]. Dlatego najbardziej korzystnym rozwigzaniem bytoby opracowanie skutecznej
immunoprofilaktyki zarazenia T. gondii zaréwno dla ludzi, jak i zwierzat. W chwili obecnej
jedyna dostepna szczepionka przeciw toksoplazmozie zawiera zywe atenuowane tachyzoity
pierwotniaka, niezdolne do tworzenia cyst tkankowych i oocyst, i z tego wzgledu jest
stosowana w ograniczonym zakresie jedynie w celu zmniejszenia czestosci poronien u owiec.

Ryzyko rewersji szczepu atenuowanego do formy zjadliwe] sprawia, iz szczepionka nie moze
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byé stosowana u ludzi. Dlatego nadal trwajg intensywne badania stuzgce opracowaniu
skutecznej immunoprofilaktyki/immunoterapii toksoplazmozy o mozliwie szerokim
i uniwersalnym zastosowaniu [22, 23].

Niedostatkom terapii i immunoprofilaktyki toksoplazmozy towarzysza komplikacje
zwigzane z wykrywaniem inwazji i okreslaniem jej fazy, co moze miec istotne znaczenie dla
stawianej diagnozy warunkujgcej podjecie wczesnego i nierzadko koniecznego leczenia
w przypadku np. oséb z obnizong odpornoscia albo kobiet ciezarnych. Diagnostyka
toksoplazmozy opiera sie giéwnie na testach serologicznych takich jak test
immunoenzymatyczny  ELISA,  stuzgcych  wykrywaniu  swoistych  immunoglobulin
syntetyzowanych w organizmie w odpowiedzi na inwazje T. gondii. Niemniej jednak, zbyt
niski poziom przeciwciat u oséb z obnizong odpornoscig lub mozliwos¢ utrzymywania sie
przeciwciat klasy IgM w fazie przewlektej zarazenia moze uniemozliwi¢ trafne rozpoznanie
samej parazytozy badz jej fazy [28]. Dlatego diagnostyke podstawowg niejednokrotnie
uzupetnia sie dodatkowymi testami np. na awidnos$¢ antygenowo swoistych immunoglobulin
IgG i wcigz poszukuje sie nowych, bardziej czutych i precyzyjnych narzedzi diagnostycznych
pozwalajgcych na jednoczesne wykrycie inwazji T. gondii i okreslenie jej fazy u mozliwie jak
najszerszej grupy pacjentow.

Zaakcentowane nurty badawcze — potrzeba opracowania  skutecznej
immunoprofilaktyki  toksoplazmozy i udoskonalenia  wykorzystywanych  metod
diagnostycznych oraz poznanie podstaw manipulacji zachowaniem zywicieli posrednich —
znalazty wyraz w przedtozonym do oceny cyklu publikacji stanowigcych podstawe osiggniecia
naukowego. Wszystkie opisane zagadnienia pozostajg nadal wazne i aktualne oraz sg ze sobg
$cisle powigzane. Skuteczna immunoprofilaktyka toksoplazmozy oznacza ograniczenie liczby
nowych przypadkéw klinicznych, ale nie rozwigzuje problemu diagnostyki u nosicieli
pierwotniaka, zwtaszcza wsrdd osdb z obnizong odpornoscia, u ktérych aktywna
toksoplazmoza jest najczesciej rezultatem reaktywacji przewlektego zarazenia T. gondii.
Z kolei narzedzia wykorzystywane do opracowywania nowych metod diagnostycznych
znalazty zastosowanie przy konstruowaniu potencjalnych preparatéw szczepionkowych,
a wiele silnie immunogennych biatek pasozyta wytypowanych w badaniach nad
immunoprofilaktykg toksoplazmozy sprawdzato sie réwniez w testach z zakresu diagnostyki

inwazji T. gondii. Juz udowodniony (zmiany behawioralne) i domniemany (powazne
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zaburzenia neurologiczne), negatywny wptyw pasozyta na OUN uzasadnia dazenie do
bardziej precyzyjnej diagnostyki, a przede wszystkim do skutecznej immunoprofilaktyki,
ktére mogg w istotny sposdb przyczyni¢ sie do szybszego wykrywania zarazenia
i przeciwdziatania rozwojowi powaznych choréb i zaburzen zwigzanych z inwazjg T. gondii do

OUN.

OPIS OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

(z podaniem, dla kazdego etapu przedstawianej pracy celu, osiggnieé¢ i mozliwych zastosowan)

Celem przedstawionego osiggniecia naukowego bylo opracowanie skutecznej
i bezpiecznej szczepionki doswiadczalnej przeciw inwazji Toxoplasma gondii oraz jej
wszechstronne badanie pod katem immunogennosci i aktywnosci protekcyjnej
z wykorzystaniem modelu eksperymentalnej toksoplazmozy u myszy laboratoryjnych.
Pomimo wielu lat badan, zarazenia pasozytnicze, w tym inwazja T. gondii, wcigz stanowig
istotny problem medyczny, ktérego nadal nie udato sie rozwigza¢ z pomocy skutecznej
immunoprofilaktyki. Potrzeba opracowania szczepionki, ktdéra znalaztaby zastosowanie
zarbwno w medycynie, jak i weterynarii jest tym bardziej uzasadniona, iz coraz wiecej
danych pokazuje nie tylko istotny wptyw pierwotniaka na zachowanie zywicieli posrednich,
ale co niepokojace, prace dotyczace nosicielstwa pasozyta u ludzi wskazujg na jego
potencjalny zwigzek przyczynowo-skutkowy ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju powaznych
zaburzen i schorzen osrodkowego uktadu nerwowego takich jak schizofrenia, choroba
Parkinsona lub epilepsja, [15, 27, 37]. Ponadto, postuluje sie, iz stata obecnos$é pasozyta
w OUN moze przyczyniac¢ sie do sktonnosci samobdjczych, depresji a nawet béléw gtowy
[6, 20, 34]. Biorgc pod uwage te fakty, najbardziej nowatorska i unikatowa czes¢ osiggniecia
obejmuje  testowanie  skutecznosci  potencjalnego  doswiadczalnego  preparatu
immunoprofilaktycznego w zapobieganiu, indukowanym obecnosciag pasozyta, zmianom
w obrebie OUN definiowanym na podstawie uznawanych za najbardziej swoiste w przebiegu
toksoplazmozy parametrow behawioralnych i neurochemicznych.

Na realizacje postawionego celu badawczego sktadato sie kilka poszczegdlnych zadan

badawczych.
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Etap 1

Opracowanie modelu doswiadczalnego do badan z zakresu immunoprofilaktyki

toksoplazmozy

Pierwszym etapem doswiadczalnym byto opracowanie i optymalizacja modelu
badawczego umozliwiajgcego wiarygodne testowanie potencjalnych preparatow
szczepionkowych, jako ze byly to pierwsze badania tego typu prowadzone w Zakfadzie
Immunoparazytologii Ut przy wspdtpracy z Katedrg Mikrobiologii (obecnie Katedrg
Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii) Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej

(praca _doswiadczalna 1). Podstawowym problemem potencjalnej immunoprofilaktyki

zarazen T. gondii jest ztozony, takze pod wzgledem antygenowym, cykl Zzyciowy
pierwotniaka, przez co z reguly najsilniejszg protekcje generujg petnokomdrkowe preparaty
szczepionkowe takie jak Toxovax zawierajgcy zywe atenuowane tachyzoity szczepu S48
[3, 22]. Oczywiste wzgledy bezpieczenstwa zwigzane z mozliwoscig rewersji organizmu
szczepionkowego do formy zjadliwej (w przypadku szczepionek zywych atenuowanych), lub
tez powaznymi skutkami ubocznymi wynikajagcymi z nie w petni zdefiniowanej, bardzo
ztozonej struktury antygenowej (w przypadku preparatow petnokomoérkowych
inaktywowanych) powodujg, ze obecnie przy opracowywaniu réznorodnych szczepionek
poszukuje sie znacznie bezpieczniejszych, a rownie immunogennych komponentdw.
Wiaczajac sie w ten nurt sprawdzono potencjalng uzytecznos¢ immunoprofilaktyczng fimbrii
E. coli typu Dr posiadajgcych w swej strukturze epitopy biatek istotnych dla procesu inwazji
oraz wewnatrzkomérkowej replikacji pasozyta, SAG1, GRA1l i MAG1. Antygen SAG1 jest
gtéwnym biatkiem powierzchniowym tachyzoitéw stanowigcym niemal 5% puli biatek
pierwotniaka zaangazowanym w proces adhezji do komoérki zywicielskiej, ktéry jest
warunkiem koniecznym inwazji T. gondii. GRA1 to kolejne istotne dla inwazji biatko
wydzielane z wyspecjalizowanych organelli pierwotniaka - granul o duzej gestosci
elektronowej, niezbedne dla wewnatrzkomdérkowego przezycia pasozyta i stanowigce 2%
frakcji biatek T. gondii. Ostatni z wybranych antygendéw, cho¢ podlegajgcy ekspresji takze
w stadium tachyzoitu, powszechnie wigzany jest z forma bradyzoitu stanowigc integralne
biatko budujgce cyste tkankowg umozliwiajagcg wieloletnie bytowanie pierwotniaka

w organizmie zywiciela [12, 24, 29]. Wszystkie ww. biatka sg silnie immunogenne i maja
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zdolnos$¢ wzbudzania swoistej odpowiedzi odpornosciowe] [30, 31, 32, 39]. Jednoczesnie
sprawdzono takze potencjalng przydatnosé szczepionkowg rekombinowanych biatek SAG1,
GRA1 i MAG1 jako kolejnej bezpiecznej, w petni zdefiniowanej i juz stosowanej w dostepnej
komercyjnie immunoprofilaktyce innych jednostek chorobowych, alternatywy dla
preparatéw petnokomérkowych. Kontrole pozytywna wzbudzajgca silng swoistg odpornosé
anty-T. gondii stanowit lizat tachyzoitow pasozyta, bedacy Zrédtem licznych antygendow
gtéwnie cytoplazmatycznych i wydzielniczych (TLA). Do doswiadczen wybrano myszy
C3H/HelJ o naturalnej, genetycznie determinowanej, Sredniej podatnosci na toksoplazmoze
i mniejszej, w poréwnaniu do innych szczepdw myszy, wrazliwosci na lipopolisacharyd
obecny w preparacie fimbrii, ze wzgledu na spontaniczng mutacje w genie kodujagcym TLR4.
Zastosowano kalendarz szczepien obejmujgcy trzy dawki badanych antygenéw podawanych
w dwutygodniowych odstepach czasu. Ze wzgledu na charakter badan stuzgcych rowniez
optymalizacji warunkéw prowadzonych doswiadczen uzyto jako adiuwantu — adiuwantu
Freunda, bedacego sprawdzonym i powszechnie stosowanym narzedziem doswiadczalnym
wzmachiajgcym immunogennos¢ antygendw. U immunizowanych i kontrolnych myszy
wywotywano eksperymentalng toksoplazmoze w celu okreslenia aktywnosci protekcyjnej
badanych preparatdw oraz sprawdzono poziom swoistych przeciwciat wytworzonych
w odpowiedzi na bodziec antygenowy, w surowicach izolowanych przed podaniem
pierwotniaka. Analiza uzyskanych wynikéw z zakresu odpowiedzi humoralnej wskazata, iz
rekombinowane fimbrie, choé silnie immunogenne, nie wzbudzaty znaczacej produkgcji
przeciwciat przeciw obecnym w ich strukturze epitopom wybranych biatek pasozyta,
natomiast zaréwno biatka rekombinowane, jak i natywne (TLA) byty zdolne do indukcji
syntezy znacznych ilosci antygenowo swoistych immunoglobulin. Wyniki oznaczania liczby
cyst u immunizowanych zwierzat jednoznacznie wykazaty na duzy potencjat protekcyjny
preparatu natywnego (redukcja liczby cyst o 96%) oraz biatek rekombinowanych (redukcja

liczby cyst 0 89%).

Osiagniecia:
1. Opracowanie i zoptymalizowanie modelu doswiadczalnego dla dalszych prac

z zakresu immunoprofilaktyki toksoplazmozy.
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2. Wykazanie, ze krotkie fragmenty nawet silnie immunogennych biatek wystepujgce
w niewielkiej liczbie kopii w strukturze nosnika (rekombinowane fimbrie) nie
stanowig dostatecznie silnego bodzca antygenowego, by wzbudzié silng protekcyjna
odpowiedZ u immunizowanych myszy.

3. Stwierdzenie iz, biatka natywne pasozyta, cho¢ najbardziej efektywne w indukcji
odpornosci protekcyjnej (skutkujgcej redukcjg liczby cyst tkankowych obecnych
w mdzgowiu myszy), ze wzgledu na nie do korica zdefiniowany i kontrolowany skfad
biatkowy nie mogg stanowi¢ podstawy potencjalnej szczepionki ale wskazuja, iz
preparaty wieloantygenowe majg wieksze szanse na wzbudzenie silnej swoistej
odpowiedzi ochronne;j.

4. Udowodnienie, ze antygeny rekombinowane jako w petni zdefiniowany i powtarzalny
materiat badawczy stanowig doskonaty materiat szczepionkowy do dalszych prac nad

skuteczng immunoprofilaktyka toksoplazmozy.

Mozliwe zastosowanie:

1. Synteza innych kluczowych dla inwazji i przezycia pasozyta biatek typowych dla
réoznych form rozwojowych pierwotniaka, jako sktadnikéw potencjalnych narzedzi
immunoprofilaktycznych.

2. Konstrukcja nowych wieloantygenowych preparatow szczepionkowych opartych na
biatkach rekombinowanych podawanych z bezpiecznymi adiuwantami zdolnymi do
ukierunkowania odpowiedzi immunologicznej w kierunku szlakéw Th1l zwigzanych

z eliminacjg patogenéw wewnatrzkomaérkowych, w tym T. gondii.

Uzupetnieniem tej czesci badan jest praca przeglagdowa (praca przeglagdowa 1)

opisujgca aktualny stan wiedzy dotyczacy prob opracowania skutecznej immunoprofilaktyki
toksoplazmozy u zwierzat gospodarskich bedacych Zréodtem zarazenia dla ludzi, przede
wszystkim, przez zawierajgce cysty pasozyta produkty miesne oraz kotéw, zywicieli
ostatecznych pierwotniaka, odpowiedzialnych za obecnos¢ oocyst w Srodowisku, ktére
stanowig zagrozenie zarowno dla ludzi, jak i zwierzat, w tym hodowanych w celach

konsumpcyjnych.
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Okreslenie wptywu inwazji Toxoplasma gondii na zachowanie oraz aktywno$¢

neurochemiczna myszy (zywicieli posrednich pasozyta)

Jak wspomniatam we wprowadzeniu, ze wzgledu na brak oczywistych klinicznych
objawdéw nosicielstwa T. gondii u wiekszosci oséb z prawidiowo funkcjonujgcym ukfadem
odpornosciowym toksoplazmoze uwazano za bezobjawowg i niewptywajaca w znaczacy
sposdb na homeostaze ustroju zywiciela. Ten poglad zaczat by¢ kwestionowany, kiedy
stwierdzono u zarazonych pasozytem szczurdw i myszy zmiany behawioralne
i sformutowano tzw. ,hipoteze manipulacji”, w mysl ktérej pasozyt w sposéb celowy
i ukierunkowany zmienia zachowanie zywicieli posrednich w taki sposéb, by czesciej padali
oni ofiarami zywiciela ostatecznego i by w ten sposéb pierwotniak madgt ukoniczyé cykl
zyciowy i przejs¢ faze rozmnazania ptciowego [42]. Dodatkowo badania na ochotnikach
bedacych nosicielami pasozyta pozwolity na stwierdzenie, iz obecno$¢ T. gondii w OUN
wptywa takze na zachowanie ludzi definiowane poprzez wybrane cechy osobowosci [13]. Te
niezwykle intrygujagce dane sktonity mnie do podjecia dalszych badan zmierzajgcych do
poznania podfoza biologicznego manipulacji zachowaniem zywiciela oraz przeciwdziatania
jego mozliwym dtugoterminowym skutkom u nosicieli T. gondii.

Biorgc pod uwage nadrzedny cel osiggniecia w konfrontacji z fragmentarycznymi
i czesto sprzecznymi doniesieniami literaturowymi, obejmujgcymi rézne modele zwierzece,
szczepy pasozyta i przedziaty czasowe fazy przewlektej toksoplazmozy [19, 42], konieczne
byto opracowanie i zoptymalizowanie modelu doswiadczalnej toksoplazmozy u myszy jako
podstawy do badan z zakresu neurobiologii, obejmujacych analize zachowania zarazonych
myszy oraz aktywnos¢ gtdwnych systemdédw neurotransmisyjnych osrodkowego uktadu

nerwowego (praca doswiadczalna 2 i 3). W tym celu nawigzatam wspdtprace z Katedra

Neurobiologii Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego.

Ze wzgledu na dane literaturowe o preferencyjnej lokalizacji cyst pierwotniaka
w obrebie ciat migdatowatych u szczuréw z doswiadczalng toksoplazmozg [41]
postanowiono zweryfikowaé obserwacje z uzyciem samcow myszy szczepu C57BL/6

naturalnie podatnego na toksoplazmoze (praca doswiadczalna 2), co przejawia sie

formowaniem duzej, w poréwnaniu do innych szczepdéw myszy, liczby cyst w médzgowiu.
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Ponadto, opisywane w literaturze zmiany behawioralne u gryzoni obserwowano w fazie
przewlektej inwazji, czasem nawet 12 miesiecy od wywotania eksperymentalnej
toksoplazmozy [17]. Te interesujgce doswiadczenia wydawaty sie nieadekwatne do
sformutowanej ,hipotezy manipulacji”, szczegdlnie biorgc pod uwage, iz szacowany $redni
czas przezycia dzikiej myszy nie przekracza 2 miesiecy [14]. Zatem jesli zmiana zachowania
zywiciela ma faktycznie istotng biologicznie role w cyklu zyciowym pierwotniaka, to powinna
ujawniaé sie wczesnie w trakcie inwazji tak by rzeczywiscie zwieksza¢ transmisje T. gondii
w Srodowisku. W celu weryfikacji postawionej hipotezy, po raz pierwszy przeprowadzilismy
analize zachowania zarazonych pasozytem myszy w pdinej fazie ostrej toksoplazmozy
(3 tygodnie po zarazeniu) oraz wczesnej fazie przewlektej (6 tygodni po zarazeniu). Do badan
zastosowano test otwartego pola (OF), ktéry umozliwia $ledzenie szeregu parametréw
zwigzanych z aktywnoscig eksploracyjng i stanem emocjonalnym zwierzat. Wybrano czas
3 tygodni po zarazeniu poniewaz odpowiada on momentowi przechodzenia fazy ostrej
inwazji w przewlekta, co wigze sie z powstawaniem cyst tkankowych w mdzgowiu, ktérych
iloSciowe oznaczenie byto jednym z celéw badawczych pracy. Okreslano liczbe cyst
pierwotniaka w formacji hipokampa i ciatach migdatowatych jako strukturach gtéwnie
zaangazowanych w naturalne mechanizmy obronne podlegajgce manipulacji w przebiegu
inwazji T. gondii [5]. Uzyskane wyniki nie ujawnity istotnego statystycznie tropizmu pasozyta
do jednej z badanych struktur moézgowia, cho¢ pomiary uzupetnione analizg zdjec
mikroskopowych skrawkdéw tkankowych barwionych eozyng i hematoksyling bezsprzecznie
wykazaty obecnos¢ cyst w osrodkach mézgowych waznych z punktu widzenia naturalnych
zachowan emocjonalno-obronnych myszy tj. ciatach migdatowatych i formacji hipokampa.
Ponadto, pokazano istotny statystycznie wptyw inwazji pierwotniaka na wybrane parametry
behawioralne, z ktérych najistotniejszym byta zwiekszona aktywnos¢ ruchowa. Wyzsza
aktywnos¢ lokomotoryczna w przebiegu inwazji T. gondii dobitnie swiadczy o celowej
manipulacji pasozyta, poniewaz jest ona sprzeczna z naturalnym zachowaniem zwierzat
w trakcie ostrej fazy choroby o charakterze infekcyjnym — ,,sickness behavior”, gdy podstawg
dziatania jest oszczednos¢ energii niezbednej do rekonwalescencji. Ponadto, koty, zywiciele
ostateczni pasozyta, z natury wykazujg zainteresowanie ruchomymi obiektami, zatem
szczegblnie ta zmiana zachowania gryzoni jest zgodna z hipotezg manipulacji [16, 42].

Najbardziej interesujgcym aspektem pracy jest poczyniona po raz pierwszy obserwacja, iz
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wiekszos¢ zmian behawioralnych byta najsilniej zaznaczona w fazie ostrej inwazji T. gondii,
w poréwnaniu do fazy przewlektej toksoplazmozy. Dodatkowo, wybrany w oparciu o cel
naukowy pracy i dane literaturowe model zwierzecy wskazat jak duze znaczenie w rozwoju

obserwowanych zjawisk ma podatnos¢ zywiciela na zarazenie pasozytem.

Osiaggniecia:

1. Opracowanie i zoptymalizowanie modelu doswiadczalnego dla dalszych badan
z zakresu analizy parametréw behawioralnych u myszy zarazonych T. gondii.

2. Wykazanie, po raz pierwszy, istotnego wptywu inwazji pasozyta na zachowanie
zwierzat juz w poznej fazie ostrej toksoplazmozy, w poréwnaniu do fazy przewlektej.

3. Pokazanie losowego rozmieszczenia cyst pasozyta w obrebie mdézgowia myszy bez
wyraznego tropizmu do konkretnej struktury zaangazowanej w naturalne zachowania
emocjonalno-obronne.

4. Stwierdzenie, iz przy analizie zachowan zwierzat, zwtaszcza w fazie ostrej inwazji,

istotne znaczenie ma naturalna podatnos¢ zywiciela na toksoplazmoze.

Mozliwe zastosowanie:
1. Dalszy wkiad w poznanie mechanizmu lezagcego u podstaw obserwowanych
u zwierzat i ludzi zmian behawioralnych wywotanych inwazja T. gondii.
2. Zastosowanie opracowanego modelu doswiadczalnego obejmujacego
zoptymalizowany test behawioralny, zdefiniowane przedziaty czasowe i naturalng
podatnos¢ zywiciela na toksoplazmoze w dalszych badaniach behawioralnych

i neurochemicznych.

Chociaz zmiany behawioralne u zarazonych T. gondii zywicieli posrednich sg dos¢
dobrze udokumentowane ich mechanizm nadal nie zostat poznany. Szereg danych
literaturowych sugeruje mozliwy udziat uktadéw neurotransmisyjnych OUN w rozwoju
obserwowanych zjawisk [15, 40], stad tez kolejnym etapem realizacji postawionych celdw
badawczych bylo okreslenie aktywnosci systeméw monoaminergicznych w przebiegu
eksperymentalnej toksoplazmozy u myszy. Wykorzystujgc doswiadczenia zdobyte w trakcie

badan behawioralnych postanowiliSmy zmieni¢ model zwierzecy na szczep wsobny C3H/HeJ,
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o $redniej, warunkowane] genetycznie, naturalnej podatnosci na zarazenie pierwotniakiem,
tak by jak najbardziej zminimalizowa¢ mozliwe nieswoiste dla T. gondii objawy inwazji

u myszy (praca doswiadczalna 3). Jednoczesnie srednia podatnos¢ wybranego szczepu myszy

umozliwiata wiarygodne okreslenie obecnosci cyst pasozyta w ich mézgowiu po wywotaniu
doswiadczalnej toksoplazmozy. Ponadto do doswiadczern wybrano szczep Me49 T. gondii
klasyfikowany jako s$rednio zjadliwy, ale silnie cystotwdrczy, tak by inwazja pasozyta
prowadzita do powstawania wystarczajgco duzej liczby cyst, by mozliwe byto oznaczenie ich
obecnosci nawet w objetych badaniami pojedynczych strukturach médzgowia. Pomimo
sugerowanego udziatu zwigzkédw neurotransmisyjnych w rozwoju zmian behawioralnych
w przebiegu inwazji T. gonii, dostepne bardzo nieliczne i fragmentaryczne dane obejmowaty
jedynie badania na catych modzgowiach i skupiaty sie na bezwzglednym poziomie
neurotransmiterow, co nie oddaje faktycznej aktywnosci badanych uktadéw sygnatowych
w obszarach emocyjnych modzgowia i ich ewentualnego udziatu w obserwowanych
zjawiskach [36]. Dodatkowo, wiekszo$¢ prac dotyczacych wptywu pasozyta na zachowanie
zwierzat prowadzona jest tylko na osobnikach jednej pfci, bez uwzglednienia
fundamentalnych rdznic aktywnosci neurotransmisyjnej pomiedzy samicami i samcami [4].
Z tego wzgledu zdecydowano sie na przeprowadzenie szczegdtowej, wielokierunkowej
analizy, ktéra po raz pierwszy obejmowata okreslenie indekséw utylizacyjnych monoamin
w obrebie struktur modzgowia zaangazowanych w naturalne zachowania obronne,
przetwarzanie emocji i integracje bodZcéw ruchowych zaréwno u samic, jak i u samcéw w
fazie ostrej (3 tygodnie po zarazeniu) i przewlektej (6 tygodni po zarazeniu) toksoplazmozy.
Uzyskane dane ponownie ujawnity, iz zmiany aktywnosci badanych systeméw
monaminergicznych byty szczegdlnie silnie zaznaczone w fazie ostrej inwazji, ktorej
towarzyszyty przede wszystkim spadek indekséw utylizacyjnych noradrenaliny u samic i ich
wzrost w niektorych strukturach moézgowia samcodw oraz wzrost aktywnosci
serotoninergicznej u samcow. Jednakze najbardziej interesujgcym spostrzezeniem byt wzrost
uwalniania dopaminy u samcow z ostrg toksoplazmozg. Spekuluje sie, ze to gtéwnie ten
neurotransmiter zwigzany jest z obserwowanymi tak u ludzi, jak i zwierzat zmianami
zachowania podczas inwazji T. gondii do OUN [15, 40] m.in. z wykazang w poprzedniej pracy

zwiekszong aktywnoscig lokomotoryczna.
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Osiagniecia:

1. Opracowanie i zoptymalizowanie modelu doswiadczalnego dla dalszych badan
z zakresu analizy parametréw neurochemicznych u zarazonych T. gondii myszy.

2. Wykazanie, po raz pierwszy, istotnego wptywu inwazji pasozyta na aktywnosé
monoaminergiczng wybranych struktur mézgowia zaangazowanych m.in. w naturalne
zachowania obronne u zarazonych T. gondii myszy obu pfci.

3. Pokazanie, po raz pierwszy, iz wptyw pasozyta na aktywnos¢ neurotransmisyjng jest
widoczny juz w fazie ostrej toksoplazmozy.

4. Stwierdzenie, iz pte¢ zwierzat ma fundamentalny wptyw na aktywnosé
neurochemiczng w obrebie wybranych struktur mézgowia.

5. Zanotowanie, po raz pierwszy, wzrostu aktywnosci dopaminergicznej u samcéw myszy
w ostrej fazie inwazji T. gondii i tym samym potwierdzenie mozliwego udziatu tego
neurotransmitera w powstawaniu zmian behawioralnych u zarazonych osobnikéw ptci

meskie;j.

Mozliwe zastosowanie:
1. Dalszy wktad w poznanie mechanizmu lezgcego u podstaw obserwowanych u zwierzat
i ludzi zmian behawioralnych wywotanych inwazjg T. gondii.
2. Zastosowanie opracowanego modelu doswiadczalnego w dalszych badaniach
behawioralnych i neurochemicznych bedacych istotng czescig testowania

przydatnosci potencjalnych preparatéw szczepionkowych.

Uzupetnieniem dotychczas przedstawionych czesci osiggniecia jest praca

przegladowa (praca przeglagdowa 2) dotyczaca udziatu zewngtrzkomérkowych pecherzykéw

btonowych w komunikacji wewnatrzgatunkowe] i miedzygatunkowej w trakcie inwazji
pasozytéw, w tym T. gondii. Omowiony zostat uniwersalny charakter i znaczenie
pecherzykéw btonowych jako starego ewolucyjnie i powszechnego mechanizmu wymiany
informacji pomiedzy komdrkami. Przedstawiono udziat zewngtrzkomadrkowych pecherzykéw
btonowych w interakcjach zywiciel-pasozyt, obejmujgcych m.in. inwazje i zasiedlenie
organizmu zywiciela, ustalanie réwnowagi miedzy partnerami oraz modulacje odpowiedzi

immunologicznej zarazonego ustroju w trakcie inwazji. Ponadto, wspomniano
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o potencjalnym wykorzystaniu pecherzykdw w immunoprofilaktyce oraz diagnostyce choréb

inwazyjnych.

Produkcja i okreslenie wiasciwosci antygenowych biatka MAG1 jako kluczowego sktadnika

potencjalnej szczepionki przeciw toksoplazmozie

Doswiadczenie wtasne zdobyte podczas realizacji zadan badawczych z uzyciem
rekombinowanych fimbrii pozwolito mi na udziat w dalszych badaniach z zakresu
immunoprofilaktyki toksoplazmozy, prowadzonych w Zakfadzie Immunoparazytologii, ktére
doprowadzity do wytypowania trzech silnie immunogennych, obiecujgcych antygendw
rekombinowanych pierwotniaka: ROP2, ROP4 i SAG1 [11]. Pomimo wysokich
wspotczynnikdéw  protekcji  zastosowana doswiadczalna szczepionka triwalentna nie
skutkowata petng ochrong przed inwazjg T. gondii. Z tego wzgledu postanowiono podjgé
prace zmierzajgce do zwiekszenia potencjatu ochronnego preparatu i zdecydowano, iz
zostanie on uzupetniony o kolejne biatko rekombinowane pasozyta. Biorgc pod uwage
wczesniejsze préby szczepionkowe zdecydowano sie na produkcje antygenu MAG1 w postaci
znacznie dtuzszego fragmentu czgsteczki obejmujgcego cate biatko natywne bez sekwencji

liderowej (praca doswiadczalna 4). Przy wspdtpracy z Instytutem Biologii Medycznej PAN

wyprodukowano biatko rekombinowane MAG1 wykorzystujac system ekspresyjny
Escherichia coli. Nalezy pamieta¢, ze istotng z punktu widzenia immunoprofilaktyki cechg
antygenow szczepionkowych jest zdolnos¢ wzbudzenia odpowiedzi odpornosciowej, ktéra
okaze sie skuteczna w konfrontacji z wifasciwym czynnikiem zakaznym. To z kolei
w bezposredni sposdb wigze sie z budowg biatka rekombinowanego i stopniem
podobienstwa do natywnego odpowiednika. Dlatego postanowiono sprawdzi¢ reaktywnos$é
formy rekombinowanej biatka MAG1 z przeciwciatami obecnymi w surowicach ludzkich
i mysich powstatymi w toku inwazji T. gondii czyli w wyniku stymulacji natywnym biatkiem
MAG1. Tym samym podjeto prace nad okre$leniem potencjalnej przydatnosci diagnostycznej
uzyskanego rekombinowanego biatka MAG1 toksoplazmy. W tym celu okreslono

reaktywnos$¢ surowic od osobnikéow zarazonych T. gondii z uzyskanym biatkiem (MAG1)
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stosujac jako kontrole pozytywng antygen natywny TLA i, w przypadku ludzi, poréwnujgc
wyniki oznaczen do tych uzyskanych w testach komercyjnych. Do badan wybrano surowice
ludzkie pochodzgce od 0séb T. gondii - seronegatywnych i T. gondii - seropozytywnych, przy
czym te ostatnie zakwalifikowano odpowiednio do grupy z ostrg lub przewlekia
toksoplazmozg na podstawie wartosci awidnosci antygenowo swoistych przeciwciat klasy
IgG. Do badan wiaczono takie surowice mysie uzyskane w fazie ostrej i przewlektej
doswiadczalnej inwazji T. gondii u myszy szczepdw wsobnych o naturalnej rédznej podatnosci
na zarazenie pasozytem (C57BL/6 o naturalnej, warunkowanej genetycznie wysokiej
podatnosci i BALB/c o naturalnej, warunkowanej genetycznie niskiej podatnosci na
toksoplazmoze). Pordéwnanie otrzymanych wynikéw testdw immunoenzymatycznych
z zastosowaniem wyprodukowanego biatka rekombinowanego MAG1 jako antygenu
diagnostycznego z natywnym antygenem poliwalentnym TLA oraz testami komercyjnymi,
bedagcymi podstawg klasyfikacji uzytych w testach surowic ludzkich stwierdzono, iz
otrzymany preparat antygenowy (reMAG1) jest bardzo czutym markerem zarazenia
toksoplazmga, poniewaz jest on rozpoznawany przez swoiste przeciwciata klasy 1gG obecne
w surowicach zaréwno doswiadczalnie zarazonych myszy (reaktywnos$é 100%), jak
i naturalnie zarazonych ludzi (reaktywnos¢ 97%). Uzyskane dane nie tylko $wiadcza
o mozliwosci wykorzystania testowanego antygenu MAG1 w diagnostyce jako alternatywy
i/lub uzupetnienia dla lizatu tachyzoitéw, ale dowodzg, iz otrzymane biatko rekombinowane
jest rozpoznawane przez przeciwciata syntetyzowane w odpowiedzi na inwazje pasozyta czyli

po stymulacji uktadu odpornosciowego natywnym biatkiem MAG1 T. gondii.

Osiggniecia:

1. Uzyskanie petnej dtugosci rekombinowanego biatka MAG1 Toxoplasma gondii.

2. Wszechstronne zbadanie potencjalnej przydatnosci uzyskanego antygenu (reMAG1)
w diagnostyce toksoplazmozy poprzez réwnoczesne okreslenie jego reaktywnosci
zaréwno z surowicami ludzkimi, jak i mysimi pochodzgacymi od osobnikdw szczepdéw
o réznej naturalnej podatnosci na toksoplazmoze.

3. Wykazanie, iz uzyskane biatko rekombinowane (reMAG1) jest rozpoznawane przez
przeciwciata syntetyzowane in vivo w odpowiedzi na natywny antygen MAG1

T. gondii.

str. 19 / 38



Autoreferat (Zatacznik Z3a) dr Justyna Gatkowska

Mozliwe zastosowanie:

1. Dalsze udoskonalenie dostepnych metod diagnostycznych poprzez wykorzystanie
petnej dtugosci biatka MAG1 jako alternatywy i/lub uzupetnienia dla lizatu
tachyzoitéw (TLA).

2. Mozliwo$é zastosowania roznej dtugosci fragmentdéw biatka rekombinowanego MAG1
do réwnoczesnego wykrywania inwazji T. gondii i rdéinicowania faz zarazenia
(w oparciu o wtasne doswiadczenia i dane literaturowe).

3. Wykorzystanie uzyskanego antygenu reMAG1 jako skfadnika potencjalnej szczepionki

przeciw toksoplazmozie.

Okreslenie aktywnosci immunogennej i nheuroprotekcyjnej wytypowanej szczepionki

przeciw inwazji T. gondii

Osiggniecia  wszystkich  opisanych powyzej nurtéw badawczych zostaty
skonsolidowane w ostatniej ujetej w osiggnieciu naukowym pracy doswiadczalnej, w ktorej
po raz pierwszy podjeto prébe wieloptaszczyznowego przetestowania potencjalnego
preparatu immunoprofilaktycznego opartego na biatkach rekombinowanych T. gondii ROP2,

ROP4, SAG1 i MAG1 (praca doswiadczalna 5). Zaplanowano nie tylko testy immunologiczne,

ale takze doswiadczenia neurobiologiczne obejmujgce wybrane parametry behawioralne
i neurochemiczne. Biorgc pod uwage zdobyte na wczesniejszych etapach realizacji zadan
badawczych doswiadczenia szczegétowo zaplanowano zakres i sposéb wykonania opisanych
w pracy oznaczen. Ze wzgledu na zaobserwowane wczesniej rdéznice miedzyptciowe,
dotyczace zaréwno zachowania jak i aktywnosci monoaminergicznej, zdecydowano sie na
rownoczesne objecie badaniami zardwno samic, jak i samcodw myszy. By jeszcze bardziej
ograniczyé nieswoiste dla inwazji T. gondii objawy, szczegdlnie w fazie ostrej toksoplazmozy,
wybrano szczep DX pierwotniaka o nizszej, w porownaniu do Me49, zjadliwosci (szczep
klasyfikowany jako nisko zjadliwy ale silnie cystotwodrczy), a jego zastosowanie sprawdzono
w testach wstepnych. Ponadto poprzednie préby szczepionkowe opieraty sie na

zastosowaniu powszechnie uzywanego, silnego adiuwantu, jakim jest niekompletny
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adiuwant Freunda. Preparat ten jest bardzo przydatnym narzedziem doswiadczalnym
natomiast nie nadaje sie do zastosowania w szczepionce komercyjnej. Dlatego zdecydowano
sie na uzycie mieszanki dwéch znanych, bezpiecznych i stosowanych w dopuszczonych do
uzycia u ludzi dostepnych komercyjnie szczepionkach, adiuwantéw — monofosforylowanego
lipidu A (MPL) i wodorotlenku glinu (alhydrozel) [8]. MPL jako pochodna lipopolisacharydu
wykazuje silne wifasciwosci adiuwancyjne i polaryzuje odpowiedZz immunologiczng
w kierunku szlaku Th1 kluczowego w eliminacji T. gondii, natomiast alhydrozel pobudza
synteze przeciwciat petnigcych drugorzedng lecz niezastgpiong role we wspomaganiu walki
z pasozytem. Oba adiuwanty wykazujg synergistyczne dziatanie in vivo przejawiajgce sie
m.in. optymalng aktywacjg komérek prezentujgcych antygeny oraz pobudzeniem komoadrek
pamieci immunologicznej [25], przy czym zastosowanie MPL prowadzi do aktywacji
antygenowo swoistych limfocytéw T i produkcji cytokin, za$ uzycie alhydrozelu,
przedtuzajgcego kontakt komponentéw uktadu odpornosciowego z antygenami obecnymi
w preparacie szczepionkowym, skutkuje dtuzszym czasem syntezy cytokin w miejscu iniekcji
[7]. Ze wzgledu na wybér MPL jako adiuwantu zmieniono podszczep myszy w obrebie
szczepu C3H na C3H/HeOul, poniewaz majgc funkcjonalny gen warunkujacy ekspresje
receptora TLR4 sg zdolne do odpowiedzi na LPS. Wreszcie w oparciu o wiasne doswiadczenia
i hipoteze manipulacji wybrano najbardziej swoiste dla inwazji T. gondii parametry
behawioralne zwigzane z manipulacjg zywicielem tj. aktywnos$¢ ruchowg definiowang
przebytg w tescie otwartego pola drogg (mierzong w cm) oraz zainteresowanie zapachem
kota, pozostajgce w sprzecznosci z naturalnym zachowaniem gryzoni. Jak juz wspomniano,
koty zwracajg szczegdlng uwage na poruszajgce sie obiekty, ponadto w doswiadczeniach
z uzyciem modeli zwierzecych (gtdwnie myszy i szczuréw) bezsprzecznie dowiedziono, iz
zajecie OUN przez pierwotniaka zaburza naturalne mechanizmy obronne, co przejawia sie
zwiekszonym, nienaturalnym zainteresowaniem zarazonych gryzoni zapachem kotowatych
[2]. W mysl hipotezy manipulacji gryzonie wykazujgce anormalne zachowanie majg czesciej
padaé¢ tupem kotowatych i przyczynia¢ sie do skuteczniejszej transmisji pierwotniaka w
srodowisku. W celu odtworzenia naturalnych warunkdow, w ktdorych dochodzi do kontroli
zachowania zywiciela jakim jest mysz domowa wybrano jako Zrédto zapachu mocz kota
domowego, poniewaz szacuje sie, iz nawet do 74% bezpanskich kotdw jest zarazonych

T. gondii [38] i to gtéwnie te zwierzeta sg odpowiedzialne za obecno$é oocyst w Srodowisku
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stanowigcych rezerwuar pasozyta i potencjalne zZrédto inwazji m.in. dla zwierzat
gospodarskich [26]. Odnoszac sie do naturalnego zachowania kota, jako nosnika zapachu
uzyto bezzapachowego zwirku. W zakresie parametréw neurochemicznych, kierujac sie
uzyskanymi wczes$niej wynikami, oznaczano aktywnos¢ ukfadu noradrenergicznego jako
istotnego indykatora stanu emocjonalnego oraz dopaminergicznego wymienianego posréd
mozliwych czynnikéw lezgcych u podstaw obserwowanych zmian w zachowaniu zwierzat.
Otrzymane dane doswiadczalne ujawnity, iz badana eksperymentalna szczepionka
podjednostkowa oparta na czterech antygenach rekombinowanych T. gondii wzbudzata silng
odpowiedZz humoralng i komdrkowg u immunizowanych zwierzat. Zaobserwowano
produkcje swoistych immunoglobulin rozpoznajgcych zaréwno komponenty antygenowe
szczepionki, jak i biatka natywne pasozyta (TLA), a analiza mian przeciwciat izotypéw IgG1
i 1gG2a wskazata na mieszang odpowiedz typu Th1/Th2 z przewagg podklasy 1gG1 typowe;j
dla szlaku Th2. Ponadto, w doswiadczeniach in vitro odnotowano synteze kluczowych
cytokin charakterystycznych dla odpowiedzi Thl (IFN-y i IL-2) i Th2 (IL-10, cytokina
regulatorowa oznaczana jako wskaznik odpowiedzi Th2) po stymulacji splenocytéw biatkami
rekombinowanymi i natywnymi. Chociaz nie zaobserwowano istotnych rdznic
w intensywnosci odpowiedzi immunologicznej pomiedzy osobnikami rdzinej pfci, to
stwierdzono, iz immunizacja skutkuje wyzszym stopniem protekcji u samcéw myszy,
zwlaszcza w ostrej fazie inwazji T. gondii, i to zarowno w odniesieniu do catego mézgowia,
jak i do poszczegdlnych struktur zaangazowanych m.in. w naturalne zachowania
emocjonalno-obronne. Analiza wynikéw testéw behawioralnych pokazata, iz wzbudzana
podaniem doswiadczalnej szczepionki odpornos¢ prowadzita do przesuniecia w czasie, z fazy
ostrej na przewlektg toksoplazmozy, pojawienia sie obserwowanych po inwazji T. gondii
zmian behawioralnych. Ponownie zauwazono istotne réznice miedzy ptciami myszy. Chociaz
odnotowano opdznienie w utracie naturalnej awersji do zapachu kota u immunizowanych
zwierzat niezaleznie od ptci, to obnizenie nienaturalnej aktywnosci ruchowej
zaobserwowano tylko u szczepionych samic. Uzupetniajgce catos¢ badan oznaczenia
neurochemiczne najbardziej dobitnie podkreslity réznice miedzyptciowe w funkcjonowaniu
OUN. Stwierdzono, ze pojawiajgce sie po immunizacji dopiero w fazie przewlektej zmiany
behawioralne korelujg ze zwiekszong aktywno$cig noradrenergiczng i dopaminergiczng,

jednak wytgcznie u szczepionych samcéw.
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Pomimo Ze, testowana szczepionka nie generowata petnej ochrony przed inwazja, to

jej zastosowanie skutkowato statystycznie znamiennym opdznieniem momentu wystgpienia

zmian behawioralnych u zarazonych myszy, a uzyskane dane stanowig cenne podtoze dla

dalszych badan zmierzajgcych zaréwno do opracowania skutecznej immunoprofilaktyki

toksoplazmozy, jak i wyjasnienia mechanizmu lezgcego u podstaw manipulacji zachowaniem

zywicieli posrednich w przebiegu inwazji T. gondii.

Osiaggniecia:

1. Zastosowanie nowatorskiego podejscia do zagadnienia testowania skutecznosci

potencjalnych szczepionek anty-T. gondii uwzgledniajgcego, poza parametrami
immunologicznymi, takze aktywnos¢ neuroprotekcyjng oraz naturalne rdznice
miedzyptciowe w funkcjonowaniu OUN.

Wykazanie, po raz pierwszy, iz immunizacja wybranymi biatkami rekombinowanymi
T. gondii prowadzi do opdinienia w wystepowaniu indukowanych inwazjg
pierwotniaka zmian behawioralnych u myszy.

Stwierdzenie, po raz pierwszy, ze pojawiajgce sie po immunizacji dopiero w fazie
przewlektej zmiany w zachowaniu korelujg ze zwiekszong aktywnoscig
dopaminergiczng u samcow, co po raz kolejny wyraznie wskazuje na mozliwy udziat
tego neurotransmitera w etiologii manipulacji zywicielem przez T. gondii.

Wskazanie, ze utrata naturalnej awersji do zapachu kota jest bezposrednio zwigzana
z intensywnoscig inwazji, jako ze immunizacja skutkujgca znacznym zmniejszeniem
liczby pasozytéw zasiedlajgcych OUN prowadzi do opdznienia wystgpienia zmian

behawioralnych u zarazonych myszy.

Mozliwe zastosowanie:

1.

Wykorzystanie uzyskanych wynikéw do dalszego udoskonalania potencjalnych
preparatéw szczepionkowych w immunoprofilaktyce toksoplazmozy u ludzi i zwierzat.
Potencjalne wykorzystanie opracowywanych szczepionek do zapobiegania rozwojowi

zmian behawioralnych i neurologicznych po inwazji T. gondii.
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3. Dalszy wktad w poznanie i wyjasnienie mechanizmu manipulacji zywicielem przez
T. gondii z uwzglednieniem obecnosci samego pasozyta w OUN, zmian aktywnosci

neurotransmisyjnej oraz udziatu czynnikdw immunologicznych.

PERSPEKTYWY NA PRZYSZt0S$C

Bardzo interesujgce dane opisane w stanowigcych podstawe osiggniecia naukowego
pracach stanowig znakomitg przestanke do kontynuowania rozpoczetych badan.

W chwili obecnej prowadzone s3, przy wspdtpracy z Katedrg Biotechnologii
Molekularnej i Mikrobiologii Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej, doswiadczenia
zmierzajgce do okreslenia przydatnosci biatek fuzyjnych T. gondii jako potencjalnych narzedzi
w immunoprofilaktyce toksoplazmozy u ludzi i zwierzat oraz wytypowania najbardziej
immunogennych, wzbudzajgcych najsilniejszg odpowiedZ o charakterze ochronnym
zestawien antygendw rekombinowanych pasozyta.

Przedstawione wyniki prac nad wptywem pasozyta na zachowanie zarazonych myszy
bardzo dobitnie podkredlity zasadnicze rdznice zwigzane z pfcig wybranych do doswiadczen
zwierzat. Mozna przypuszczaé, ze zaobserwowana rdzna reakcja samic i samcéw na inwazje
tego samego szczepu T. gondii jest zwigzana z naturalnym poziomem istotnych hormondw.
Spekulacje te potwierdzane sg przez udowodnione wzajemne Sciste relacje pomiedzy
uktadami: hormonalnym, odpornosciowym i nerwowym [1]. Dlatego tez ostateczne
wyjasnienie mechanizmu kontroli zachowania zywicieli posrednich przez T. gondii powinno
takze obejmowac¢ badania zmian neuroendokrynnych oraz aktywnosci innych, niz
monoaminergiczne, uktadéw neurotransmisyjnych osrodkowego uktadu nerwowego, co

bedzie przedmiotem dalszych prac badawczych.
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OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO - BADAWCZYCH

1. Charakterystyka szczepow gronkowca ztocistego wyizolowanych od pacjentéow
z mukowiscydoza

W ramach przygotowan do realizacji zadan badawczych ujetych w pracy
magisterskiej, realizowanej pod kierunkiem prof. dr hab. Barbary Rézalskiej i opieka dr hab.
Beaty Sadowskiej, prof. nadzw. Ut z Pracowni Biologii Zakazern (dawniej Zaktadu Biologii
Infekcyjnej) Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego, dotyczacej
szczepoOw scv Staphylococcus aureus ("Przezywalnos¢ szczepdw Staphylococcus aureus scv
(small colony wvariants) u myszy, po podaniu preparatow farmakologicznych:
menadion/hemina") zostatam witgczona w nurt badawczy stuzacy scharakteryzowaniu
kolekcji szczepéw gronkowca ztocistego pochodzacych od pacjentéw z mukowiscydoza.
Bakterie charakteryzowano pod wzgledem szeregu cech fenotypowych takich jak produkcja
$luzu, hydrofobowos¢ powierzchni komérki czy opornos¢ na metycyline a analize
fenotypowaq uzupetniono badaniami genetycznymi. Uzyskane wyniki staty sie podstawa pracy
doswiadczalnej, witgczonej do oceny moich osiggnie¢ w czasie studidw, na podstawie
ktdérych, zostatam wyrézniona Stypendium Ministra Edukacji Narodowej na czas realizacji

pracy magisterskiej.

Publikacje habilitanta dotyczace tej tematyki:

Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Prace oryginalne:

. . Punkty

Lp. Dane bibliograficzne IF MNISW
1. | Sadowska B., Cochard T., Poutrel B., Pytlos M., Bonar A., Gatkowska

J., Rudnicka W., Polak J., Bielecki S., Siwinska-Gotebiowska H., 5%

Roézalska B.

Characterization of Staphylococcus aureus strains isolated from i

cystic fibrosis patients by conventional and molecular typing. 15%*

Acta Microbiologica Polonica, 2001, 50: 251-261.

punkty MNiSW *podane zgodnie z rokiem publikacji
**podane zgodnie z listg z 2016 r.
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2. Markery serologiczne i komérkowe inwazji Toxoplasma gondii

W celu realizacji zadan stanowigcych podstawe nagrodzonej rozprawy doktorskiej
"Doswiadczalna toksoplazmoza u myszy laboratoryjnych (Mus musculus) jako model do
badan nad swoistg odpornosciag w zarazeniach Toxoplasma gondii" realizowanej pod
kierunkiem prof. dr hab. Henryki Dtugonskiej z Zaktadu Immunoparazytologii Wydziatu
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego podjeto dwa gtéwne nurty badawcze.
Obejmowaty one scharakteryzowanie swoistej odpowiedzi odpornosciowej myszy szczepow
wsobnych réznigcych sie naturalng podatnoscig na toksoplazmoze (BALB/c o naturalnej,
warunkowanej genetycznie niskiej podatnosci na toksoplazmoze oraz C57BL/6 o naturalnej
wysokiej podatnosci na zarazenie T. gondii) po inwazji réinych szczepdéw pasozyta
o odmiennej zjadliwosci oraz poszukiwanie swoistych markeréw serologicznych
i komdrkowych toksoplazmozy o najwiekszej przydatnosci w diagnostyce zarazenia u ludzi
i zwierzat. Przestanka do przeprowadzenia zaproponowanych doswiadczen byfta préba
ulepszenia istniejgcych narzedzi diagnostycznych toksoplazmozy tak by mozliwe byto
jednoczesne wykrycie inwazji T. gondii i zréznicowanie jej fazy z uwzglednieniem naturalne;j
podatnosci i statusu immunologicznego zywiciela. Realizacja postawionych zatozen
obejmowata m.in. szczegétowg charakterystyke modelu doswiadczalnego, wykrywanie
W surowicy zarazonych zwierzat rozpuszczalnych antygendw pierwotniaka oraz swoistych
immunoglobulin produkowanych przez zywiciela w odpowiedzi na stymulacje antygenami
pasozyta, a takze badanie markeréw komdrkowych w przebiegu toksoplazmozy takich jak
aktywnos¢ proliferacyjna splenocytéw i ich zdolnosé do produkcji wybranych cytokin in vitro.
Ponadto, okreslano reaktywnos¢ surowic mysich z réznych faz inwazji z wybranymi, zaréwno
natywnymi jak i rekombinowanymi, preparatami antygenowymi. Ta cze$¢ doswiadczen
zostata wykonana przy wspdtpracy z zespotem prof. dr. hab. Jézefa Kura z Katedry
Mikrobiologii (obecnie Katedry Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii) Wydziatu
Chemicznego Politechniki Gdanskiej, z ktérej pochodzity poddane analizie biatka
rekombinowane T. gondii. Podjeto takze préobe okreslenia markeréw reinwazji / reaktywacji
latentnego zarazenia toksoplazmg u myszy z wywotanym podaniem cyklofosfamidu stanem
obnizenia odpornosci. Doswiadczenia dotyczgce omawianej tematyki byty kontynuowane

takze juz po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych.
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Witaczytam sie takze w prace nad poszukiwaniem markeréw inwazji Toxoplasma
gondii u ludzi obejmujgce analize, technikg immunoblotu, swoistych przeciwciat
w surowicach 0sob uznawanych za seropozytywne na podstawie wynikéw komercyjnych
oznaczen w kierunku T. gondii.

Po rozpoczeciu studidw doktoranckich odbytam staz naukowy w Instytucie
Mikrobiologii Lekarskiej i Wirusologii w Dusseldorfie (Niemcy) w zespole badawczym
zajmujgcym sie biologia Toxoplasma gondii kierowanym przez doc. dr. hab. Hansa-Georga
Fischera. W trakcie stazu zdobytam doswiadczenie laboratoryjne niezwykle przydatne

w trakcie realizacji badan ujetych w rozprawie doktorskiej.

Publikacje habilitanta dotyczace tej tematyki:

Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Prace oryginalne:

- , Punkty

Lp. Dane bibliograficzne IF MNISW

1. | Dytnerska K., Gatkowska J., Dziadek B., Dtugonska H. "
Analiza swoistosci ludzkich przeciwciat IgM anty - Toxoplasma gondii )
przy uzyciu metody immunoblotu. .
Wydawnictwo SGGW, Warszawa, 2003: 58-61.

2. | Dytnerska K., Gatkowska J. i Dtugoriska H.

Specific anti-Toxoplasma gondii antibodies produced in inbred mice 4*
differing in their natural resistance to toxoplasmosis. -
Wiadomosci Parazytologiczne [Annals of Parasitology], 2004, 50: 15**
411-416.

3. | Dytnerska-Dzitko K., Gatkowska J. i Dtugonska H. %
Laboratory recognition of Toxoplasma gondii reinfection. -
Wydawnictwo SGGW, Warszawa, 2004: 67-69. -

4. | Gatkowska J. M., Dtugonska H. _®
Down-regulation of T-cell response in acute toxoplasmosis. -
Wydawnictwo SGGW, Warszawa, 2004: 70-72. *E

punkty MINiSW *podane zgodnie z rokiem publikacji
**podane zgodnie z listg z 2016 r.
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Prace przeglgdowe:
s . Punkty
Lp. Dane bibliograficzne IF MNISW
1. | Gatkowska J.M. "
Organelle wydzielnicze Toxoplasma gondii — ich rola w procesie )
penetracji i zasiedlania komdrek zywiciela. i -
Postepy Biologii Komdrki, 2003, 30: 515-524.

punkty MNiSW *podane zgodnie z rokiem publikacji
**podane zgodhnie z listg z 2016 r.

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Prace oryginalne:

. , Punkty
Lp. Dane bibliograficzne IF MNISW
1. | Dzitko K., Staczek P., Gatkowska J., Dtugoriska H. 20%*
Toxoplasma gondii: serological recognition of reinfection. | 1,108
Experimental Parasitology, 2006, 112: 134-137 25**
2. | Gatkowska J., Hiszczyriska-Sawicka E., Kur J., Holec L., Dtugonska H. 20*
Toxoplasma gondii: An evaluation of diagnostic value of 1108
recombinant antigens in a murine model. ! .
Experimental Parasitology, 2006, 114: 220-227.
3. | Gatkowska J., Dtugoriska H. ¥
IFN-y as a marker of Toxoplasma gondii invasion. -
Wydawnictwo SGGW, Warszawa, 2006: 49-52. -

punkty MNiSW *podane zgodnie z rokiem publikacji
**podane zgodnie z listg z 2016 r.

Prace przeglgdowe:

Punkty

Lp. Dane bibliogrdficzne IF MNISW

1. | Gatkowska J.
Réznorodne aspekty aktywnosci biologicznej IL-1. I. Rola IL-1 w 4*
inwazjach pasozytniczych [Various aspects of IL-1 biological activity.

I. The role of IL-1 in parasitic infections].
Wiadomosci Parazytologiczne [Annals of Parasitology], 2009, 55: 15%*
109-114.

punkty MNiSW *podane zgodnie z rokiem publikacji
**podane zgodnie z listg z 2016 r.
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3. Aktywnos¢ immunogenna i protekcyjna wybranych antygenow rekombinowanych
Toxoplasma gondii

Uczestniczytam takze w prowadzonych w Zakfadzie Immunoparazytologii pracach
zmierzajgcych do opracowania skutecznej szczepionki przeciw inwazji T. gondii opartej na
wybranych biatkach rekombinowanych pasozyta. Doswiadczenia te obejmowaty
wytypowanie sktadu antygenowego potencjalnych preparatéw immunoprofilaktycznych,
produkcje antygendw rekombinowanych pasozyta w gwarantujgcych najwyzszg wydajnos$é
systemach ekspresyjnych oraz ich testowanie na modelu mysiej doswiadczalnej
toksoplazmozy. W pierwszym etapie opisywanych badan okreslano wtasciwosci
immunogenne oraz protekcyjne doswiadczalnej szczepionki podjednostkowej, w sktad ktorej
wchodzity dwa rekombinowane, wydzielnicze antygeny T. gondii rROP2 i rROP4. Biatka te
wytypowano na podstawie wczesniejszych doswiadczen, w ktérych udowodniono iz sg one
zdolne do swoistego wigzania ludzkiej laktoferyny. Cho¢ testowana kompozycja okazata sie
silnie immunogenna, co przejawiato sie pobudzeniem antygenowo swoistych humoralnych
i komdérkowych mechanizmdéw odpornosciowych to jej aktywnos$¢ ochronna, definiowana
obnizeniem liczby tworzonych cyst tkankowych u immunizowanych zwierzat w poréwnaniu
do grupy kontrolnej, wynosita 46%. Badane biatka zostaty takze przetestowane pod katem
ich przydatnosci do wykrywania zarazenia T. gondii u myszy z doswiadczalng toksoplazmoza.

W oparciu o uzyskane dane podjeto dalsze préby zwiekszenia aktywnosci
protekcyjnej doswiadczalnej szczepionki podjednostkowej opartej na antygenach rROP2
i rROP4 poprzez dodanie kolejnego biatka rekombinowanego T. gondii rGRA4 i/lub rSAG1
uzyskujgc w ten sposéb preparaty triwalentne. Doswiadczenia nad aktywnoscig
immunogenng i ochronng zaproponowanych kompozycji antygenowych prowadzono na
trzech szczepach myszy C57BL/6, C3H/Hel oraz BALB/c o réinej, odpowiednio: wysokiej,
Sredniej i niskiej, determinowane] genetycznie, podatnosci na zarazenie pasozytem. Badane
preparaty triwalentne okazaty sie silnie immunogenne a najwyzsze wskazniki protekcji
uzyskano przy zastosowaniu kombinacji biatek rROP2+ROP4+rSAG1, cho¢ otrzymywane
wyniki aktywnosci protekcyjnej byty uzaleznione od wybranego do doswiadczen szczepu
myszy i jego naturalnej wrazliwosci na inwazje pasozyta.

Kontynuacjg prac nad immunoprofilaktyka toksoplazmozy, z wykorzystaniem biatek

roptrii, byto testowanie rekombinowanych antygenéw ROP5 i ROP18, jako biatek niezwykle
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istotnych z punktu widzenia procesu inwazji i zjadliwosci T. gondii. Uczestniczytam
w badaniach majacych na celu okreslenie antygenowosci otrzymanych biatek
rekombinowanych ROP5 i ROP18 poprzez zbadanie ich zdolnosci do reakcji z przeciwciatami
obecnymi w surowicach myszy i ludzi zarazonych doswiadczalnie/naturalnie pasozytem oraz
w testach nad potencjatem szczepionkowym badanych antygenéw. Prace z zakresu
immunoprofilaktyki przyniosty dos¢ nieoczekiwane rezultaty bowiem, cho¢ oba biatka
wykazywaty duzg aktywnos¢ immunogenng okreslong na podstawie zdolnosci do
wzbudzania swoistej odpowiedzi humoralnej i komdrkowej, to nie generowaty wysokiej
protekcji przed inwazjg T. gondii u immunizowanych myszy. Ponadto zaobserwowano, ze
kazdy z uzytych do badan szczepéw wsobnych myszy, BALB/c i C3H/HeOul, inaczej reagowat
na konkretne biatko/biatka rekombinowane obecne w preparacie szczepionkowym.
Ponownie stwierdzono, ze poziom syntezy antygenowo swoistych przeciwciat in vivo
i kluczowych cytokin in vitro oraz zalezny od wzbudzonej odpowiedzi odpornosciowe;j
stopien protekcji przed rozwojem ostrej i przewlektej toksoplazmozy byty zalezne od
zastosowanego szczepu myszy. Wyniki te dobitnie podkreslity jak trudne jest opracowanie
potencjalnej skutecznej szczepionki przeciw toksoplazmozie w zwigzku z problemami
w doborze biatek pasozyta zdolnych do wzbudzenia swoistej odpornosci o charakterze
ochronnym. Otrzymane dane jednoznacznie wskazaty, ze nawet wybdr biatek warunkujacych
zjadliwos¢ pierwotniaka, a zatem takze jego zdolnos$¢ do wywotania inwazji nie gwarantuje
uzyskania  zadowalajgcych  rezultatéw przy opracowywaniu immunoprofilaktyki

toksoplazmozy.

Publikacje habilitanta dotyczace tej tematyki:

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Prace oryginalne:

Punkty

Lp. Dane bibliogrdficzne IF MNISW

1. | Dziadek B. , Gatkowska J., Brzostek A., Dziadek J., Dzitko K.
Dlugonska H. 20*
Toxoplasma gondii: the immunogenic and protective efficacy of

recombinant ROP2 and ROP4 rhoptry proteins in murine 1,773

experimental toxoplasmosis. 25%*
Experimental Parasitology, 2009,123: 81-89.
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2. | Gatkowska J., Dziadek B., Brzostek A., Dziadek J., Dzitko K.,

Dtugoniska H. 9%
Determination of Toxoplasma gondii recombinant ROP2 and ROP4 | 0,66
antigens diagnostic value on mouse experimental model. 15%*

Polish Journal of Microbiology, 2010, 59: 137-141.

3. | Dziadek B., Gatkowska J., Brzostek A., Dziadek J., Dzitko K.,
Grzybowski M., Dlugoriska H. 35%
Evaluation of protective and immunogenic effects of three

recombinant multi-antigenic vaccines composed of surface and | 3,766
secretory antigens of Toxoplasma gondii in murine models of
experimental toxoplasmosis. 30**
Vaccine, 2011, 29: 821-30.

4. | Dziadek B., Gatkowska J., Grzybowski M., Dziadek J., Dzitko K.,
Dtugoniska H. 25*
Toxoplasma gondii: The vaccine potential of three trivalent antigen-

cocktails composed of recombinant ROP2, ROP4, GRA4 and SAG1 2,154

proteins against chronic toxoplasmosis in BALB/c mice. 25%*
Experimental Parasitology, 2012, 131: 133-138.

5. | Grzybowski M.M., Dziadek B., Dziadek J., Gatkowska J., Dzitko K.,

Dtugoniska H. 25*

Toxoplasma gondii: Cloning, expression and immunoreactivity of | 1,623
recombinant ROP5 and ROP18 antigens. 25k
Experimental Parasitology, 2015, 150C: 1-6.

6. | Grzybowski M.M., Gatkowska J., Dziadek B., Dzitko K., Dtugoriska H.

Human toxoplasmosis: a comparative evaluation of the diagnostic 25*
potential of recombinant Toxoplasma gondii ROP5 and ROP18 | 2,269
antigens. 20%*

Journal of Medical Microbiology, 2015, 64: 1201-1207.

7. | Grzybowski M.M., Dziadek B., Gatkowska J., Dzitko K., Dtugonska H.

Towards vaccine against toxoplasmosis: evaluation of the 30*
immunogenic and protective activity of recombinant ROP5 and | 2,027
ROP18 Toxoplasma gondii proteins. 30%*

Parasitology Research, 2015, 114: 4553-4563.

punkty MINiSW *podane zgodnie z rokiem publikacji
**podane zgodnie z listg z 2016 r.

Prace przeglgdowe:
- , Punkty
Lp. Dane bibliograficzne IF MNISW
1. | Dtugonska H., Gatkowska J., Kur J., Gasior A.
Szczepionki przeciw toksoplazmozie — aktualny stan badan [The 4*
vaccines against toxoplasmosis — current status of the studies]. -
Wiadomosci Parazytologiczne [Annals of Parasitology], 2007, 53: 15%*
195-201.
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2. | Dtugonska H., Gatkowska J.
. .. 15*
Exosomes in the context of Toxoplasma gondii — host
communication. 15%*
Annals of Parasitology, 2016, 62: 169-174.

punkty MNiSW *podane zgodnie z rokiem publikacji
**podane zgodnie z listg z 2016 r.

4. Wptyw wybranych hormonéw na inwazje Toxoplasma gondii

Bratam réwniez udziat w prowadzonych w Zaktadzie Immunoparazytologii pracach
nad wptywem wybranych hormonéw na przebieg inwazji Toxoplasma gondii, podstawa
ktéorych byta zaobserwowana odwrotna korelacja pomiedzy poziomem prolaktyny,
a czestoscia zarazenia T. gondii, definiowang na podstawie obecnosci swoistych przeciwciat
antytoksoplazmowych w surowicy. Nalezy pamieta¢, ze prolaktyna jako hormon wykazuje
duzg aktywnos¢ biologiczng m.in. w stosunku do ukfadu odpornosciowego jako
immunoregulator. Dlatego podjeto dalsze badania stuzgce okresleniu dziatania prolaktyny na
pasozytniczego pierwotniaka T. gondii oraz zdefiniowaniu interakcji hormonu z komdrkami
pasozyta. Przeprowadzone doswiadczenia pozwolity na stwierdzenie, ze prolaktyna wywiera
hamujacy wptyw na proces inwazji komorek zywicielskich przez pierwotniaka w warunkach
in vitro. Ponadto wykazano, ze obecnos¢ prolaktyny, zardwno egzogennej jak i endogennej,
skutkuje hamowaniem proliferacji tachyzoitéw T. gondii w jednojgdrzastych komadrkach krwi
obwodowej pochodzacych od pacjentek z hiperprolaktynemia. Poczynione obserwacje moga
wskazywa¢ na istotng role prolaktyny w czasie cigzy jako czynnika wspomagajacego
naturalng ochrone przed rozwojem zarazenia T. gondii. Dalsze badania nad interakcjg
pasozyta z hormonem udowodnity zdolnos$¢ tachyzoitdw T. gondii szczepdw o rdinej
zjadliwosci (RH — szczep silnie zjadliwy, Me49 — szczep Srednio zjadliwy, cystotwdrczy) do
wigzania owczej i ludzkiej prolaktyny. Podobnie jak prolaktyna takze fitoekdysteroidy
charakteryzujg sie duzg aktywnoscig w stosunku do komadrek ssakow przejawiajgcy sie m.in.
zdolnoscia do pobudzania mechanizmdédw odpornosciowych w przebiegu inwazji
pasozytniczych. Z tego wzgledu podjeto probe okreslenia wptywu wybranych
fitoekdysteroidéw na namnazanie sie tachyzoitéw T. gondii w warunkach in vitro przy uzyciu

komorek zywicielskich izolowanych od ludzi i myszy szczepdw wsobnych o réznej naturalne;j
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podatnosci na toksoplazmoze. Wyniki przeprowadzonych testéw wskazaty, iz obecnosé
fitoekdysteroidow promuje namnazanie sie pasozyta zarowno w ludzkich jak i mysich
komdrkach, a zatem wbrew oczekiwaniom, zwigzki te nie powinny by¢ rozpatrywane przy

poszukiwaniu nowych komponentéw o aktywnosci przeciwtoksoplazmowej.

Publikacje habilitanta dotyczace tej tematyki:

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Prace oryginalne:

- , Punkty
Lp. Dane bibliograficzne IF MNISW
1. | Dzitko K., Gatkowska J., Lawnicka H., Komorowski J., Dlugonska H. "
The relationship between the level of selected hormones in women i
sera and the frequency of Toxoplasma infection. i 10%*
Medimond S.r.l., 2007: 24-29.
2. | Dzitko K., Gatkowska J., Ptocinski P., Dziadek B., Dtugoriska H.
e . .. 20*
The effect of prolactin (PRL) on the growth of Toxoplasma gondii 1812
tachyzoites in vitro. ! 30%+

Parasitology Research, 2010, 107: 199-204.

3. | Dzitko K., tawnicka H., Gatkowska J., Dziadek B., Komorowski J.,
Dtugoniska H. 25*
Inhibitory effect of prolactin on Toxoplasma proliferation in

peripheral blood mononuclear cells from patients with 2,208
hyperprolactinemia. 20%*
Parasite Immunology, 2012, 34: 302—-311.

4. | Dzitko K., Dziadek B., Gatkowska J., Dfugonska H. 25%
Toxoplasma gondii binds sheep prolactin. 1,859
Experimental Parasitology, 2013, 134: 216-219. 25**

5. | Dzitko K., Grzybowski M.M., Pawetczyk J., Dziadek B., Gatkowska J.,

Staczek P., Dtugonska H. 35%

Phytoecdysteroids as modulators of the Toxoplasma gondii growth | 3,234
rate in human and mouse cells. 35k
Parasites & Vectors, 2015, 8: 422.

punkty MINiSW *podane zgodnie z rokiem publikacji
**podane zgodnie z listg z 2016 r.
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5. Ocena biokompatybilnosci biomateriatéw jako potencjalnych narzedzi
wspomagajacych regeneracje nerwéw obwodowych

Dzieki zdobytym umiejetnosciom i doswiadczeniu w zakresie prowadzenia hodowli
komoérek pochodzgcych z réznych tkanek i narzadéw oraz znajomosci testow stuzgcych
ocenie ich morfologii, zywotnosci i aktywnosci proliferacyjnej nawigzatam wspodtprace
z dr inz. Katarzyng Nawrotek z Katedry Termodynamiki Procesowej Wydziatu Inzynierii
Procesowej i Ochrony Srodowiska Politechniki tédzkiej oraz dr Karoling Rudnickg z Pracowni
Gastroimmunologii i dr. hab. Markiem Wieczorkiem, prof. nadzw. Ut z Katedry Neurobiologii
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego. Celem wspdtpracy byto
okreslenie biokompatybilnosci, uzyskanych na Politechnice tdédzkiej implantéw, majacych
wspomagac regeneracje nerwow, wobec komadrek zwierzecych (mysie: fibroblasty i komérki
nerwowe pochodzace z formacji hipokampa). Uszkodzenia obwodowe] czesci uktadu
nerwowego W wyniku réznego rodzaju urazéw stanowig nie tylko istotny problem zdrowotny
dla pacjentéw ale przede wszystkim sg duzym wyzwaniem dla medycyny. Proces regeneracji
tkanki nerwowej jest bardzo ztozony pod wzgledem biologicznym, a stosowane obecnie
metody neurochirurgiczne stuzgce rekonstrukcji nerwdw wymagaja ogromnego
doswiadczenia i precyzji. Z tego wzgledu poszukuje sie nowych bardziej efektywnych
i obarczonych mniejszym ryzykiem niepowodzenia metod terapeutycznych takich jak
implanty stanowigce rusztowanie i ostone dla regenerujgcych sie witdkien nerwowych.
Podjete doswiadczenia doskonale wpisujg sie w nurt badan nad regeneracjg nerwodw,
ktorych pierwszym etapem jest szczegétowe zbadanie biokompatybilnosci implantéw
z komérkami, w tym nerwowymi, co stanowi warunek konieczny przed przeprowadzeniem

préb nad ich przydatnoscig terapeutyczng w warunkach in vivo.
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