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Wykaz uzywanych skrétow:

AIDS zesp6t nabytego niedoboru odpornosci (ang. acquired immunodeficiency syndrome)

ang. z angielskiego

CHO linia komorek eukariotycznych jajnika chomika chinskiego (ang. Chinese Hamster Ovary)
ConA konkanawalina A (ang. Concanavalin)

CpG niezmetylowane sekwencje nukleotydowe bogate w cytozyne i guaning

DNA kwas deoksyrybonukleinowy

DDA bromek dimetylodioktodecyloamoniowy

DOPE dioleiolofosfatydyloetanolaminy (ang. 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine)
DOTARP so6l trimetyloamoniowa 1,2-dioleilopropanu; (z ang. 1,2-Dioleoyl-3-Trimethylammonium-
Propane)

ELISA test immunoenzymatyczny (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

GMCSF czynnik wzrostu stymulujgcy rozwoj kolonii granulocytow makrofagéw ( ang. granulocyte-
macrophage colony stimulating factor).

IFN Interferon

Ig immunoglobulina

IL Interluekina

MHC gtowny uktad zgodnosci tkankowej (ang. Major Histocompatibility Complex)

PCR fancuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)

pz par zasad

Tc limfocyt T cytotoksyczny

TCR receptor limfocytu T (ang. T Cell Receptor)

Th limfocyt T pomocniczy

TNF czynnik martwicy nowotworu (ang. Tumor Necrosis Factor)



Celem prac, prowadzonych przez dr G. Oledzka, bylo dostarczenie nowych narzedzi
profilaktyki toksoplazmozy ludzi i zwierzat poprzez konstrukcje szczepionek, opartych na DNA
wybranych antygenéw Toxoplasma gondii oraz badanie wywotlywanej przez nie odpowiedzi
immunologicznej. Celem prac bylo rowniez zbadanie, z zastosowaniem technik biologii
molekularnej, udzialu stawonogow w dyspersji tej zoonozy w Srodowisku czlowieka poprzez
monitorowanie rozprzestrzeniania si¢ T. gondii za posrednictwem Calliphoridae, potencjalnych
wektoréw toksoplazmozy.

Prace badawcze byly prowadzone przy wspotudziale takich osrodkow jak: Lincoln University,
New Zealand, Canterbury Health Laboratories, Immunology, New Zealand, Politechnika Gdanska
oraz Warszawski Uniwersytet Medyczny i zaowocowaly licznymi publikacjami i doniesieniami
zjazdowymi przedstawianymi w polskim i zagranicznym §rodowisku naukowym.

Prezentowana rozprawa habilitacyjna stanowi wklad w rozwéj profilaktyki
toksoplazmozy i jest caloSciowym podsumowaniem badan prowadzonych w latach 2002-2011
przez dr Gabriel¢ Oledzka, dotyczacych mozliwosci szczepien przeciwko T. gondii, oraz inhibicji
srodowiskowych wektorow toksoplazmozy, w szczegdlnosci poprzez:

- konstruowanie adiuwantow biologicznych i chemicznych - substancji dodawanych do szczepionek w
celu wzmocnienia procesu immunizaciji,

-otrzymanie DNA plazmidow z sekwencjami DNA wybranych antygenow T. gondii,

-ustalenie najskuteczniejszego sposobu wzmacniania immunizaciji,

-monitorowanie transmisji T. gondii przez wektory srodowiskowe.

Wprowadzenie

Toksoplazmoza jest kosmopolityczng choroba odzwierzeca (zoonozg)  szeroko
rozpowszechniong na calym $wiecie, wywolywang przez wewnatrzkomérkowego pasozyta
Toxoplasma gondii. Powszechnie wystgpujace u ludzi zarazenia pierwotniakiem T. gondii zwigzane sg
Z jego znacznym rozpowszechnieniem w Srodowisku i wsrdod zwierzat. Ocenia si¢, iz w Europie
Zachodniej i Srodkowej zarazenie dotyczy znacznie ponad 60% ludzkiej populacji, natomiast w Polsce
szacuje si¢ je na 50% (Dzbenski 1992, Kazubski 1999). Czgsto$¢ zarazenia jest uzalezniona od wielu
czynnikow, takze takich jak klimat, zwyczaje zywieniowe, ogolny poziom higieny oraz warunki socjo-
ekonomiczne regionu. Pomimo powszechnego wystgpowania choroba ta jest rzadko rozpoznawana,
poniewaz przewaznie przebiega bezobjawowo lub pod postacig tagodnych niespecyficznych objawow
ogoblnych, czesto grypopodobnych (Dubey i Beattie 1988, Kruszewski 2004). Toksoplazmoza stanowi
jednak bardzo powazny problem kliniczny (Milewska-Bobula 1999; Cook i wsp. 2000); ta
powszechnie wystepujaca u czlowieka inwazja pasozytnicza moze bowiem przybiera¢ bardzo cigzki

przebieg kliniczny u 0s6b ze znacznym ostabieniem funkcji uktadu immunologicznego, z wrodzonym
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lub nabytym uposledzeniem odpornosci (Tenter i wsp. 2000) lub w przypadku jego niedojrzato$ci u
ptodéw i noworodkéw (Semprini i Dunn 2000) - choroba oportunistyczna. Szczegodlnie niebezpieczna
jest dla potomstwa kobiet, ktore toksoplazmoza zarazajg si¢ po raz pierwszy w zyciu w czasie cigzy.
Ryzyko =zarazenia ci¢zarnych jest bardzo wysokie 1 skorelowane w duzej mierze z
prawdopodobienstwem zarazenia si¢ w danym rejonie geograficznym. Konsekwencje zarazenia moga
by¢ bardzo powazne: utrata cigzy lub wielonarzadowe uszkodzenia ptodu, a nawet $mier¢ dziecka. Na
Swiecie, czestos¢ wystepowania pierwotnej toksoplazmozy podczas cigzy waha si¢ od 0,1 do 1% ciaz
(Remington i wsp. 2001; Petersen i Dubey 2001). W Polsce wspoétczynnik ten osiaga okoto 0,1% (Paul
i wsp. 2000, 2001) a odsetek kobiet seropozytywnych w wieku rozrodczym, posiadajacych swoiste
przeciwciata przeciwko toksoplazmozie sigga 43 %. Na podstawie przeprowadzonych w Wielkopolsce
w latach 1996-2000 masowych badan immunodiagnostycznych w populacji stwierdzono iz,
seropozytywno$¢ kobiet rodzacych, mieszkajacych na wsi jest statystycznie wyzsza niz pacjentek
pochodzacych ze srodowiska miejskiego (Paul i wsp. 2001). Te doniesienia potwierdzaja dane
Instytutu Matki i Dziecka w Warszawie gdzie czgsto$¢ pierwotnych zarazen byla istotnie wyzsza u
pacjentek pochodzacych z terenéw wiejskich (1,1%), niz mieszkajacych w miastach o 0,27% (Niemiec
i wsp. 2002). Tendencja ta odzwierciedla naturalne zachowania zywiciela ostatecznego T. gondii, czyli
kotowatych, ktére w §rodowisku naturalnym maja sktonno$¢ do wyprdzniania si¢ w piasku, nad woda,
w pomieszczeniach gospodarskich, zagrodach, gdzie kontakt wyrzucanych z odchodami kota oocyst
pasozyta z kolejnym zywicielem jest utatwiony (Dubey 2004, 2008).

Toksoplazmoza byta opisywana zaréwno u zwierzat hodowlanych; $win, owiec, koz,
krolikow, jak rowniez u dzikich (dzikow, jeleniowatych, niedzwiedzi). Toksoplazmoza w hodowli
zwierzat stanowi ogromny problem weterynaryjny z powodu strat reprodukcyjnych, przede wszystkim
u owiec, kéz oraz §win, u ktorych w wyniku zarazenia dochodzi do poronien i rodzenia martwego
potomstwa (Dubey i Beattie, 1988). U zwierzat zarazonych T. gondii wystepuja niespecyficzne
objawy Kliniczne takie jak: utrata apetytu, biegunka i wymioty, co prowadzi do ogélnego ostabienia, a
w konsekwencji do spadku masy ciata.

W szerzeniu si¢ inwazji T. gondii znaczng rolg odgrywaja rowniez zwierzeta gospodarskie, zwlaszcza
$winie, wsrod ktorych odsetek zarazonych zwierzat z matych gospodarstw, w poréwnaniu ze
zwierzgtami z hodowli wielkostadnej wynosit odpowiednio 16% i 5% (Pawtowski 1999).

Warto zwréci¢ uwage na znaczny wzrost w ostatniej dekadzie sektora rolnictwa
ekologicznego oraz tradycyjnego. Produkcja zywno$ci na farmach ekologicznych sprzyja
rozprzestrzenianiu si¢ czynnika patogennego T. gondii ze wzgledu na swdj otwarty charakter, bliska
odlegto$¢ zabudowan gospodarskich, w tym hodowlanych, do siedzib ludzkich oraz niech¢¢ rolnikow
do stosowania chemicznych $rodkéw kontroli populacji owadéw, w tym najczgstszych - much z

rodziny Calliphoridae (Insecta, Diptera).



Wiele drobnoustrojow patogennych dla zwierzat i cztowieka przenoszonych jest przy udziale
stawonogow, ktore uczestniczg w transporcie patogenow jako wektory, a takze stanowig ich naturalny
rezerwuar. Wérod stawonogow uczestniczacych w transmisji T. gondii duza rolg¢ odgrywaja muchy z
rodziny Calliphoridae (Insecta, Diptera). Pewna role w dyspersji oocyst w srodowisku przypisuje si¢
innym bezkregowcom: dzdzownicom, §limakom, karaczanom (Sroka, 2008; Cook 2000). Nadal nie
posiadamy dostatecznych informacji epidemiologicznych - na temat wpltywu zagrozen
srodowiskowych, w tym pasozytniczych, na zdrowie ludzi ani roli, jakg mogg odegra¢ stawonogi w
ich dyspersji. Aktualizacja danych na temat stopnia zanieczyszczenia rejonéw rolniczych T. gondii
oraz sposobu rozprzestrzeniania si¢ tego pasozyta, takze przy udziale wektorow biologicznych i
mechanicznych, jest niezwykle wazna dla oceny zagrozenia epidemiologicznego kobiet w cigzy, ktore
stanowia najliczniejszg grupe podwyzszonego ryzyka inwaz;ji.

Najlepszym sposobem walki z toksoplazmozg sa dzialania profilaktyczne. Sprawdzona
metodg zapobiegania wielu chorobom infekcyjnym sg szczepienia.

Prace dotyczace otrzymywania szczepionki przeciwko toksoplazmozie prowadzone sg w wielu
osrodkach badawczych na $§wiecie od lat 90, ich rezultatem bylo stworzenie komercyjnie dostgpne;j
szczepionki o nazwie ,,Toxovax” przeznaczonej dla owiec. Szczepionka Toxovax oparta na zywych
atenuowanych tachyzoitach szczepu S48, ktory nie ma zdolnosci tworzenia cyst tkankowych
zmniejszyta u owiec czesto$¢ poronien wywotanych wewnatrzmacicznym zarazeniem ptodu (Buxton,
1993). Szczepionka atenuowana nie moze by¢ jednak stosowana w zapobieganiu toksoplazmozie u
ludzi ze wzgledu na mozliwos$ci rewersji pasozyta do postaci zjadliwej oraz nieprzewidywalne ryzyko
wprowadzenia zmodyfikowanych toksoplazm do organizmu czlowieka. Z tego powodu caly czas
prowadzone sg badania nad nowymi typami szczepionek opartych na biatkach rekombinowanych
produkowanych w komorkach bakterii 1 drozdzy oraz szczepionek opartych na kwasach
nukleinowych.

Najliczniejsza grupe przetestowanych dotad szczepionek przeciwko toksoplazmowych
stanowig szczepionki rekombinowane powstale na bazie takich antygenow T. gondii jak
powierzchniowy antygen SAGI1, antygeny mikronem, organelli wydzielniczych (MIC), antygeny
roptrii, ROP oraz antygeny granul o duzej gestosci, GRA. W doswiadczeniach z uzyciem tych
antygendéw jako materiatu szczepionkowego testy wykonywano gléwnie na myszach, dla ktorych
toksoplazmoza jest letalna, a wyniki sg czgsto niejednoznaczne i trudne do interpretacji.

Poniewaz szczepionki oparte na antygenach rekombinowanych wywotuja gtéwnie odpowiedz
zalezng od limfocytoéw Th2, podczas gdy kluczowa role w ochronie organizmu przed inwazjg T.
gondii odgrywa odpowiedz immunologiczna zalezna od limfocytow Thl - nie ustaja proby z
uzyskaniem szczepionki opartej na kwasach nukleinowych.

Szczepionki DNA oparte na antygenach SAG1 (Angus i wsp. 2000, Fachado i wsp. 2003),
GRAL (Vercammen i wsp. 2000), GRA4 (Desolme i wsp. 2000, Bivas-Benita i wsp. 2003), ROP1 i
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ROP2 byly testowane na myszach w warunkach laboratoryjnych, dajgc obiecujgce wyniki: wydtuzenie
czasu zycia zainfekowanych myszy, zmniejszenie ilosci cyst w osrodkowym uktadzie nerwowym oraz
podwyzszenie miana przeciwcial cytokinin w surowicy immunizowanych zwierzat (Leyva i wsp.
2001). Dodatkowo plazmidy, ktore wykorzystywane sa do immunizacji moga zawiera¢ nie tylko geny
pasozyta kodujace biatka antygenowe, ale takze geny kodujace biatka zwigkszajace odpornosé
poszczepienng, np. gen kodujacy ligand CD40 (CD154) — przez btonowa proteing, nalezaca do
rodziny TNF-a, ktéra w nastepstwie wigzania si¢ z jej receptorem CD40 zapoczatkowuje seri¢ reakcji
prozapalnych, czy tez gen kodujgcy czynnik wzrostu, stymulujacy rozwoj kolonii granulocytow -

makrofagow (GMCSF, granulocyte-macrophage colony stimulating factor).

Oméwienie osiagniecia naukowego zgloszonego do postepowania habilitacyjnego

Gléwny nurt badan rozprawy habilitacyjnej stanowia prace zwiazane z konstrukcja
szczepionki przeciwko T. gondii jako jednego z elementow profilaktyki przeciwtoksoplazmowej.

Na skutecznos$¢ szczepionek przeciw-pasozytniczych, wplywa wiele czynnikow.
Najwazniejsze z nich to: dobér odpowiednich antygenow, wybor optymalnego adiuwantu, ustalenie
odpowiedniego protokotu immunizacji oraz testowego modelu zwierzgcego.

Modelowe duze zwierzeta doswiadczalne - owce - pelnig istotng rolg w naukach
biomedycznych. Owce byly wykorzystywane w badaniach ludzkiego metabolizmu, rozwoju
ptodowego oraz odpornosci immunologicznej (Van den Broeke i Burny 2003). Istotnym czynnikiem
przesadzajacym o wyborze tego modelu zwierzgcego byt fakt iz toksoplazmoza wrodzona w swoim
przebiegu, sposobie przenikania przez tozysko 1 wptywie na rozwijajace si¢ potomstwo u ludzi i owiec
wykazuje wiele podobienstw. Poniewaz na $wiecie jest ponad 1 bilion owiec nalezagcych do ponad
1300 ras (Innes i Vermeulen 2006) a toksoplazmoza u tych zwierzat prowadzi do duzych strat
ekonomicznych w hodowli, a takze w powigzanym z nig przemystem, wybor tego modelu do testow
byt podwdjnie uzasadniony.

W prowadzonych badaniach uzyto 2-3 letnich, T. gondii seronegatywnych owiec rasy
Coopworth, ktore podczas eksperymentow przebywaly w naturalnych warunkach, na izolowanych
pastwiskach.

Wraz z ciaglym rozwojem immunologii i biologii molekularnej na coraz szersza skale
prowadzone sg badania nad szczepionkami DNA. Sa one stabilne, moga selektywnie wzbudzac
odporno$¢ uktadu immunologicznego z udzialem limfocytow Thl lub Th2. Szczepionki DNA o
wysokiej skutecznosci, potwierdzonej na modelu mysim, czesto wykazuja duzo mniejsza efektywnosc¢
po przeniesieniu na duze zwierzeta, czy cztowieka (Babiuk i wsp. 1999). W celu poprawienia tej
efektywnos$ci stosuje si¢ rozne metody, gtownie oparte na doborze adiuwantéw lub ich mieszanin.

Rola adiuwantow jest miedzy innymi ochrona antygenu przed zbyt szybka jego degradacja w ustroju
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poprzez stopniowe uwalnianie go z miejsca podania. Adiuwanty wplywaja takze na pobudzanie
komorek uktadu immunologicznego oraz wydajniejsze pochtanianie i prezentacje antygenu (Babiuk
2003, Greenland i Letvin 2007).

W publikacjach, wchodzacych w sktad niniejszej rozprawy habilitacyjnej, przedstawiono
konstrukcje wybranych adiuwantéow biologicznych: cytokiny CD154 oraz kostymulujacej
czasteczki GM-CSF. Pokazano wplyw skonstruowanych adiuwantow biologicznych i
zsyntezowanych  adiuwantéw  chemicznych tj. liposomow, sekwencji CpG oraz
muramylopolipeptydu (MDP) na skutecznos¢ szczepien przeciwko T. gondii.

Wyniki badan nad otrzymaniem uniwersalnego adiuwantu, opartego na cytokinie CD154,
odgrywajacej znaczaca role w stymulacji odpowiedzi immunologicznej humoralnej i komorkowej,
zawarto w publikacji nr 1. Wczesniejsze badania (Tripp i wsp. 2000) wykazaty, ze uzycie mysiego
CD154 jako adiuwantu, w postaci plazmidu, na modelu mysim zwiekszalo znacznie rozwdj
odporno$ci poszczepiennej. Analiza nukleotydowej sekwencji otrzymanego owczego CD154
wykazata znaczne podobienstwo do bydlecej (97%), $winskiej (89%) 1 ludzkiej (88%) sekwencji
nukleotydowej dostepnej w Banku Genéw. Ustalona aminokwasowa sekwencja 0CD154 w 97% byta
podobna do sekwencji bydlecej, w 91% do sekwencji §winskiej i w 87% do ludzkiej. Ten oczekiwany
poziom homologi wynika z faktu iz oCD154 nalezy do grupy biatek z grupy cytokin TNF (tumor
necrosis factor). Wszystkie biatka nalezace do tej rodziny (fj TNF-a, ligand Fas, Apo2L), ktore
posiadaja w swojej strukturze domeng¢ TNF, stanowiaca az 54% calej sekwencji oCD154 wykazuja
wysokie procentowe podobienstwo. Ten poziom homologii sugeruje iz owczy CD154 moze by¢ uzyty
jako adiuwant réwniez w przypadku innych gatunkdéw zwierzat i cztowieka. Potwierdza to wysoka
reaktywno$¢ immunologiczna w przeprowadzonej analizie Western Blott oCD154 i mysich
przeciwciat skierowanych w kierunki ludzkiego biatka CD154. Réwniez we wczesniejszych badaniach
na owcach (Manoj i wsp. 2003) zaszczepionych plazmidem kodujacym bydlecy CD154 obserwowano
wzrost humoralnej odpowiedzi immunologicznej na uzyta szczepionke DNA, co wskazuje na znaczne
podobienstwo strukturalne tych cytokinin. CD154 uzyty samodzielnie, badz w ko-ekspresji z
czynnikiem wzrostu stymulujacym rozwdj kolonii granulocytow 1 makrofagow (GM—CSF,
granulocyte—macrophage colony stimulating factor) moze znacznie zwigkszy¢ odpowiedz
immunologiczng przeciwko szczepionce DNA (Burger i wsp. 2001). Duze znaczenie w stymulowaniu
odpornosci przeciwko T. gondii ma rowniez adiuwantowe dziatanie niemetylowanych par zasad CpG (
El-Malky i wsp. 2005). Przedstawione w publikacji nr 4 wyniki szczepien z uzyciem sekwencji CpG
pokazaty znaczny wzrost interferonu IFN -y w grupie kontrolnej owiec zaszczepionych plazmidem
pVAX1l + CpG w poréwnaniu z kontrola ujemna (bufor PBS). Jednakze w grupie owiec
zaszczepionych plazmidowym DNA kodujacym antygen SAG1 nie obserwowano tej reakcji,
podobnie jak to opisali Saavedra i wsp. (2004) w odniesieniu do myszy. Zjawisko to moze $wiadczy¢
o ograniczonej przydatnosci sekwencji CpG do wybranych kompozycji szczepionek jako
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konsekwencja zjawiska wspéotzawodnictwa pomiedzy antygenami w szczepionkach ztozonych
(O’Hagan i wsp. 2001). W publikacji nr 4 przedstawiono migdzy innymi: konstrukcje plazmidowego
adiuwantu opartego na owczej sekwencji GM-CSF (0GM-CSF) oraz rezultat pordwnania
efektywnosci szczepien z uzyciem obu adiuwantow: CpG i GM-CSF; rola CpG jako adiuwantu w
immunizacji przeciwko T. gondii wymaga dalszych badan.

Silne wlasciwoséci adiuwantowe majg liposomy, ktore pobudzaja odpornos¢ humoralng i
komorkowa (Chodaczek 2004). W publikacji nr 2 poréwnano odpowiedZz owiec na szczepionke
DNA kodujaca antygen T. gondii GRA7 stosujac trzy rozne protokoty immunizacji. Po raz pierwszy
wykazano iz szczepionka DNA oparta na antygenie GRA7 jest w stanie aktywowaé zaréwno
humoralng jak i komorkowsa odpowiedz u owiec.

Na skuteczno$¢ szczepien ma réwniez wptyw caty protokél immunizacji, na ktory sktada sig
migdzy innymi: ilo$¢ podanej szczepionki, miejsce iniekcji oraz rodzaj dawki przypominajacej. W
szczepieniach opisanych w publikacji nr 4, z udziatem antygenu SAG1 dla dwoch grup owiec uzyto
w dawce przypominajacej rekombinowanego biatka SAGI1. Schemat szczepien obejmowat
przetestowanie zarowno rodzaju dawki przypominajacej (DNA/DNA lub DNA/biatko) jak i rodzaju
adiuwantu.

Wybér antygenu do szczepien stanowi kluczowe wyzwanie w przypadku produkcji DNA
szczepionek. Stosowanie antygenow specyficznych tylko dla okre$lonego stadium pasozyta (np.
tachyzoitéw lub bradyzoitow) moze ograniczy¢ znaczaco przydatno$¢ takiej szczepionki. Dlatego
duze nadzieje wigze si¢ z wykorzystaniem w szczepionkach biatek roptrii (ROP) oraz biatek granul o
duzej gestosci (GRA), ktore wystepuja u wszystkich form inwazyjnych T. gondii (Dtugoniska 2008).
Wiele przeprowadzonych eksperymentow immunizacji myszy z uzyciem DNA szczepionek opartych
na antygenach biatek granul o duzej gestosci (GRA1, GRA4, GRA7) potwierdzito ich zdolnos¢ do
aktywacji odpowiedzi immunologicznej opartej na limfocytach Thl (Desolme i wsp. 2000,
Vercammen i wsp. 2000, Jongert 2007). W publikacji nr 3 przedstawiono wyniki badan odpowiedzi
immunologicznej owiec na domig¢$niowa immunizacje¢ DNA szczepionkg oparta na antygenach
GRA1, GRA4, GRA6 i GRAT7 T. gondii. Po raz pierwszy dla wiedzy uzyto do immunizacji
szczepionki DNA opartej na antygenie GRA6 T. gondii. Wczesniej antygen GRAG6 zostat
wykorzystany do konstrukcji biatkowej szczepionki rGRAG i przetestowany na modelu mysim przez
Golkar i wspotpracownikéw (Golkar i wsp. 2007). Przedstawione wyniki immunizacji owiec
szczepionka DNA (pGRAG6) oparta na tym antygenie pokazuja umiarkowang odpowiedz
immunologiczna w pordéwnaniu z owcami, ktore otrzymaly pGRA1 i pGRA4. Skonstruowana
Szczepionka oparta na antygenie GRA4 u owiec nie wzbudzata produkcji IFN-y, natomiast po podaniu
dawki przypominajacej zaobserwowano, podobnie jak w przypadku pGRAI1, wzrost miana
przeciwciat IgG1 i IgG2. W przeprowadzonych immunizacjach owiec najlepsze rezultaty otrzymano

przy uzyciu szczepionki pGRA7, ktéra indukowata znaczng odpowiedz ukladu immunologicznego
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poprzez produkcje zarowno IFN-y jak i IgG2. Jednakze otrzymane wyniki wzbudzania odpowiedzi
immunologicznej powinny by¢ w dalszej kolejnosci potwierdzone przez efekt ochronny uzyskany w
skutek zarazenia T. gondii owiec.

W prowadzonych badaniach nad konstrukcja przeciwtoksoplazmowej szczepionki DNA
podjeto probe stworzenia szczepionki jedno i wielogenowej (koktajlowej) opartej na antygenach
SAG1 i ROP1. Odpowiedz immunologiczna owiec byta testowana w sze$ciu roznych kombinacjach
plazmidowego DNA, rekombinowanego biatka, uzytego jako dawko przypominajaca i rodzaju
adiuwantu (publikacja nr 4).

W publikacji nr 4 pokazano ze szczepionka oparta na antygenie ROP1 stymuluje silnie
zarowno odpowiedz komodrkowa jak i humoralng owiec. Zaobserwowano wzrost specyficznych anty-
T. gondii przeciwcial IgGl i IgG2 w surowicy immunizowanych zwierzat. Po podaniu plazmidu
pROP1, we krwi owiec, wykryto limfocyty typu CD4 i CD8 oraz IFN-y, pewne markery odpowiedzi
immunologicznej typu komoérkowego. Drugim badanym antygenem bylo biatko SAG1 (surface
antigen 1, P30), gléowny powierzchniowy antygen tachyzoitow T. gondii i jeden z najczgsciej
wykorzystywanych antygenow do konstrukcji szczepionek. W przeprowadzonych na myszach testach
skutecznos$ci szczepionek opartych na biatku powierzchniowych (SAG1), stwierdzano wytworzenie
odpornosci typu komoérkowego i humoralnego, redukcje cyst w mozgu zywiciela oraz skuteczna
ochrong przed rozwojem zarazenia (Angus i wsp. 2000; Couper i wsp. 2003). W prowadzonych
badaniach, w pracy nr 4, nie zaobserwowano odpowiedzi immunologicznej owiec na podang
szczepionke oparta na antygenie SAGI1. Celem prowadzonych eksperymentow bylo réwniez
poréwnanie skutecznosci szczepionki opartej na mieszance plazmidoéw ROP1 i SAG1 w stosunku do
szczepionek monogeneowych. Podanie mieszanki plazmidow z wbudowanym genem SAG1 i ROP2
okazato sie skuteczng ochrong dla myszy, zarazonych letalng dawka T. gondii RH, podczas gdy kazdy
Z tych gendéw podany osobno takiej aktywnosci nie wykazat (Fachado i wsp. 2003). W pracy nr 4
obserwowano stabszg odpowiedz immunologiczng U owieCc immunizowanych mieszankg plazmidow
SAG1 i ROP1, niz w grupach, ktdre otrzymaty kazdy z tych plazmidow osobno.

Mechanizm dziatania szczepionki DNA zalezy gldwnie od rodzaju antygenu i dawki DNA, ale
rowniez od rodzaju adiuwantu i dawki przypominajacej. Doswiadczenia z uzyciem antygenow
rekombinowanych, jako materiatu szczepionkowego dawki przypominajacej, sa dos¢ liczne. W
badaniach nad szczepionkg przeciwko Schistosoma mansoni prowadzonych przez Da’Dara (Da’Dara i
wsp. 2003) ustalono, ze podanie jako pierwszej dawki antygenu w formie cDNA, a kolejnej w formie
rekombinowanego antygenu bialkowego moze wywota¢ wyzszy poziom odpornosci na zarazenie niz
dwukrotne podanie antygenu w tej samej formie.

W  prowadzonych badaniach podjeto probe ustalenia najkorzystniejszej Strategii
immunizacji: podania DNA/DNA lub DNA/biatko jako sposobu wzmacniania efektu immunizacji.

Model ten testowano na grupie owiec, ktore otrzymaty DNA szczepionke oparta na antygenie SAG1, a
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w dawce przypominajgcej plazmid z DNA antygenu SAG1 badz biatko rekombinowane biatko
rSAGI1. Otrzymane wyniki pokazaty iz uzycie biatka rSAG1 w drugiej dawce znaczgco poprawito
odpowiedz immunologiczng owiec na podang szczepionke (pSAGI1). Dalsze prace nad poprawa
wydajnosci odpowiedzi immunologicznej powinny by¢ prowadzone z uwzglednieniem réwniez tej
strategii.

Nalezy podkresli¢, ze w naturalnych zarazeniach T. gondii istnieje zawsze ryzyko reinwazji z
form przetrwatych w organizmie, wobec czego skonstruowanie szczepionki, zabezpieczajacej w petni
przed inwazja i tym samym pozniejszg reinwazja, szczegdlnie u ludzi, bgdzie procesem diugim i
trudnym. Profilaktyka ludzkiego zdrowia powinna obejmowa¢ wigc takze badania epidemiologiczne,
pozwalajace na wytypowanie Srodowisk i ludzi szczegoélnie narazonych na inwazje T. gondii oraz
badania drog rozprzestrzeniania si¢ tego pasozyta w Srodowisku, szczeg6lnie tym bliskim ludzkich
siedzib.

Wyniki badan dyspersji toksoplazmozy w $rodowisku czlowieka z udzialem wektoréw z
zastosowaniem technik biologii molekularnej zawarto w publikacjach 5 i 6. Pismiennictwo dotyczace
tego zagadnienie jest niezwykle ubogie, a nieliczne opublikowane dotychczas prace wskazuja, na
wigkszy niz dotad sadzono udziat stawonogdéw w transmisji form inwazyjnych T. gondii w srodowisku
cztowieka. T. gondii moze by¢ przenoszona przez muchy (Diptera), karaluchy (Blattaria), chrzaszcze
(Cloeoptera), wszy (Pediuculus humanus), kleszcze (Acarina) i komary (Culicidae) na zywicieli oraz
do $rodowiska zewngtrznego; stawonogi te moga wigc by¢ zrodtem toksoplazmozy cztowicka. Muchy
z rodziny Calliphoridae (Insecta, Diptera), bytujace najblizej ludzkich siedzib, sa szeroko
rozpowszechnione w srodowisku wiejskim, ktore charakteryzuje si¢ najwyzszg liczba zachorowan na
toksoplazmoze (Sroka i wsp. 2010). Wyniki wiasne dotyczace Calliphoridae bytujacych w
gospodarstwach ekologicznych rejonu Matopolski wykazaty obecnos¢ DNA T. gondii u kilkunastu
procent badanej populacji much. Ze wzgledu na znaczenie epidemiologiczne w dalszych badaniach
nalezatoby wiec podjaé probe oceny udziatu tych wektoréw w dyspers;ji toksoplazmozy w otoczeniu

cztowieka, w szczegolnosci na terenie gospodarstw ekologicznych.
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Podsumowanie wynikéw

1. Otrzymany adiuwant, oparty na owczej cytokinie CD154, wykazat znaczne podobienstwo
sekwencji nukleotydowej i wydedukowanej sekwencji aminokwasowej do bydlecej, swinskiej
i ludzkiej sekwencji CD154, moze by¢ wigc uzyty jako uniwersalny adiuwant

2. Wykazano adiuwantowe dziatanie niemetylowanych par zasad CpG na — po raz pierwszy
badanym pod tym wzgledem - modelu owczym, jednakze nie obserwowano efektu stymulacji
odpowiedzi immunologicznej przy zastosowaniu tego adiuwantu i szczepionek, zawierajacych
DNA wybranych antygenéw T. gondii. Rola CpG jako adiuwantu w immunizacji przeciwko
toksoplazmowej pozostaje niewyjasniona.

3. Po raz pierwszy dla wiedzy wykazano iz szczepionka DNA oparta na antygenie GRA7 jest w
stanie aktywowa¢ zaré6wno humoralng jak i komorkowa odpowiedz u owiec.

4. Wykazano, iz domig$niowa immunizacja owiec szczepionka DNA z adiuwantem
liposomowym byta w stanie aktywowa¢ komorkowa odpowiedz immunologiczna.

5. W niniejszych badaniach wykazano, ze dobrze poznane i opisane szczepionki oparte na
antygenie SAGI1, skuteczne u myszy, nie stymuluja odpowiedzi immunologicznej owiec w
badanym modelu testowym.

6. Podanie mieszanki plazmidow z wbudowanym DNA antygenow SAGL oraz ROP1, daje
stabsza odpowiedz immunologiczna niz podanie tych plazmidéw osobno, najprawdopodobniej
na skutek efektu kompetycji antygenowej.

7. Nowo-skonstruowana szczepionka, oparta na antygenie ROP1, stymuluje silnie zar6wno
odpowiedz komorkowa jak i humoralng owiec. Zostata ona wytypowana do dalszych
zakrojonych na szerokg skale mig¢dzy-o$rodkowych badan nad praktycznym wdrozeniem
szczepionki przeciw T. gondii.

8. Woykazano, z zastosowaniem technik biologii molekularnej, znaczacy udziat Calliphoridae w
dyspersji T. gondii, w szczegdlnosci w rejonach rolniczych. W $wietle tych danych
prewencyjne monitorowanie transmisji T. gondii przez wektory S$rodowiskowe w celu
ograniczenia dyspersji toksoplazmozy jest niezwykle wazne dla zmniejszenia zagrozenia

kobiet w cigzy, ktore stanowig najliczniejszg grupe podwyzszonego ryzyka inwazji.
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4. Omédwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo - badawczych

Dzialalnos¢ naukowa podczas pracy w Katedrze Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej
skoncentrowana byta wokot dwoch grup zagadnien.
1. Badania nad strukturg molekularng genu glukozamino-6-fosforanu (GFAL) Histoplasma
capsulatum, enzymu biosyntezy $ciany komorkowej, obiecujacego celu molekularnego chemioterapii
grzybic uktadowych. Grzybice uktadowe sa wcigz nierozwigzanym 1 narastajagcym problemem
medycznym, stad konieczno$¢ poszukiwania nowych chemioterapeutykéw przeciwgrzybowych.
Poznanie sekwencji i struktury genu GFALl H. capsulatum jest etapem niezbednym dla
zaprojektowania optymalnego inhibitora tego enzymu. W trakcie tych badan zastosowano nowatorski
sposob optymalizacji profilu termicznego reakcji amplifikacji PCR, oparty na wykorzystaniu
zdegenerowanych starterow reakcji. Wyniki tych badan zawarto w pracach oryginalnych,

opublikowanych w anglojezycznych czasopismach migdzynarodowych o IF 0.94.

2. Badania nad otrzymaniem nowych, wydajnych systeméw biotechnologicznej produkcji biatek
termostabilnych oraz doboru optymalnego sposobu oczyszczania tych biatek.

Hypertermostabilne proteazy to enzymy, ktore wzbudzajg coraz wigcej uwagi ze wzgledu na szerokie
mozliwosci ich zastosowania, migdzy innymi w diagnostyce medycznej. W wyniku tych badan
uzyskano sekwencje nukleotydowg genu pls archeona Pyrococcus woesei, kodujacego termostabilng
proteaze serynowg pyrolizyne oraz sekwencje¢ genu beta-galaktozydazy réwniez Pyrococcus woesei.
Obie nowoodkryte sekwencje opublikowano w banku genéow pod numerami AF239672.1 i
AF043283.1. Rezultaty badan z tego okresu, przedstawione w formie komunikatu podczas
miedzynarodowego XXIV Congress Polish Society of Microbiologists w Bialymstoku, zawarte
zostaty nastgpnie W pracach, opublikowanych w czasopismach o zasi¢gu migdzynarodowym, IF 3.0.
Studia doktoranckie zakonczyly si¢ obrona w 2002r. pracy doktorskiej p. t. ,,Biotechnologiczna

produkcja i oczyszczanie termostabilnych proteaz serynowych aqualizyny 1 i pyrolizyny”.

Dzialalno$¢ naukowa realizowana podczas stazu zagranicznego, odbywanego od 2002r. w
Lincoln University, Nowa Zelandia pod kierunkiem prof. Mirostawa Stankiewicza: w ramach tej
dziatalnosci stazystce powierzono zaprojektowanie pracowni biologii molekularnej oraz koordynacje
prac zespotu - w tym opartych na wlasnej koncepcji dr G. Oledzkiej - prowadzacego badania z
uzyciem modelowych zwierzat GMO w poszukiwaniu prospektywnych szczepionek przeciw
patogenom pasozytniczym. W tym czasie dr Gabriela Oledzka uczestniczyta takze w projekcie,
prowadzonym we wspotpracy z USC Neuromuscular Center, Department of Neurology,
University of Southern California Keck School of Medicine, Good Samaritan Hospital (Los
Angeles, USA). Projekt ten dotyczyt badan nad obecno$cig miostatyny w komorkach miesni 0s6b

chorych na wtrgtowe zapalenie migsni (IBM, inclusion body myositis), choroby z grupy miopatii
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zapalnych pochodzenia autoimmunologicznego z cechami zwyrodnieniowo-zapalnymi, o nieznanej
etiologii. Wyniki tych badan przedstawiono pdzniej w oryginalnej pracy naukowej, opublikowanej w

miedzynarodowym czasopismie anglojezycznym o IF 2,8.

Dzialalno$¢ naukowa w Zakladzie Biologii Medycznej Wydzialu Nauki o Zdrowiu
Akademii Medycznej w Warszawie, obecnie Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego,
prowadzona przez dr G.Olgdzka od 2005r., stanowita kontynuacj¢ wcze$niejszych zainteresowan,
dotyczacych wykorzystania biotechnologii biatek i kwaséw nukleinowych w aspekcie praktycznym
dla ludzkiego zdrowia oraz wptywu czynnikow endo - i egzogennych na transmisj¢ patogenicznych
drobnoustrojow w Srodowisku czlowieka.

Sposrdd zagadnien, zwigzanych m. innymi z udzialem w badaniach, prowadzonych pod
kierunkiem prof. Lidii Chomicz przez zespot Zaktadu w ramach zadan statutowych i wspolpracy z
roznymi klinikami i zaktadami Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego oraz innymi osrodkami
krajowymi i zagranicznymi nalezy wymienic:

1. wielospecjalistyczne porownawcze badania ontocenozy jamy ustnej pacjentdow zabiegowych, z
réznych grup populacyjnych, z zaburzeniami ogolnoustrojowymi. Przedmiotem badan byta ocena
dynamiki infekcji/inwazji r6znych kategorii drobnoustrojow oportunistycznych: bakterii, grzybow i
pierwotniakéw i ryzyka rozwoju chordb o cigzkim przebiegu powodowanych przez te drobnoustroje.
Wiyniki tych badan, analizowane w aspekcie prewencji powiktan okoto- i po-zabiegowych, lokalnych i
ogoblnoustrojowych, opublikowano w dwdch oryginalnych pracach na ten temat, przedstawiono takze

w doniesieniu zjazdowym;

2. badania nad bablowicami, prowadzone we wspoétpracy, miedzy innymi z klinikami/oddziatami
chirurgii Warszawskiego oraz Poznanskiego Uniwersytetu Medycznego. Znaczenie tych
interdyscyplinarnych badan wzrasta w obliczu nasilajacego si¢ w Polsce i w Europie problemu
bagblowicy wielojamowej (alweokokozy) u ludzi. Wyniki badan morfologicznych materiatu
uzyskanego srédoperacyjnie maja wymiar praktyczny, zaro6wno dla ostatecznego potwierdzenia /
weryfikacji rozpoznania, jak i oceny zmian w strukturze zajetego narzadu. Czgs¢ badan, dotyczacych
tej grupy zagadnien, prowadzona byta z udziatem dr Gabrieli Oledzkiej, a ich wyniki zaprezentowano
podczas Ogolnopolskiej Konferencji Naukowo- Szkoleniowej w 2008 w Poznaniu ,,Choroby
tropikalne i pasozytnicze" oraz na XXII Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Parazytologicznego w

Putawach;

3. badania z uzyciem szczepéw modelowych ameb i rzgsistkow, dotyczace oporno$ci/wrazliwosci na

substancje antyseptyczne i leki stosowane dotychczas oraz ich pochodne nowosyntetyzowane.

19



W szczegoblnosci, zagrozenia ludzkiego zdrowia, powodowane przez petzaki amfizoiczne z rodzaju
Acanthamoeba, stanowig stosunkowo nowy problem medyczny, nierozpoznany z epidemiologicznego
punktu widzenia. Cigzkie stany zapalne rogéwki powodowane przez te ameby, trudno poddaja sig
leczeniu; w ponad 80% dotyczg osodb, stosujacych soczewki kontaktowe. Pomimo postepdéw w terapii
rezultaty leczenia sg czesto niezadowalajgce, nierzadko rozwija si¢ lekoopornos¢. Badania
koncentrowatly sie na ocenie przeciw-amebowej aktywnos$ci roznych pochodnych benzimidazolowych
i nitroimidazolowych, zarowno dotad stosowanych, jak tez nowo-syntetyzowanych we wspolpracy
Zaktadu Biologii Medycznej WUM z Instytutem Chemii SGGW oraz Instytutem —Centrum Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej. Nowe dla wiedzy dane z tych badan prezentowane byty na konferencjach
i zjazdach krajowych i zagranicznych oraz zawarte zostaty w publikacjach oryginalnych.

Aktualnie dr Gabriela Olgdzka uczestniczy w realizacji projektu, finansowanego przez Ministerstwo
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (2010-2012 ) ,,Ocena skutecznosci przeciw-amebowej Srodkow
dezynfekujacych oraz lekéw stosowanych w okulistyce™ - kierownik projektu- prof. L.Chomicz,

dr Gabriela Oledzka —wspotwykonawca;

4. badania zagrozenia epidemiologicznego, powodowanego przez hematofagiczne i synantropijne
stawonogi- wektory stadiow inwazyjnych i dyspersyjnych drobnoustrojow patogenicznych oraz
oportunistycznych. Wykazano, ze w S$rodowisku czlowieka, miedzy innymi w rejonach
przyszpitalnych, wektory te w znaczacym stopniu mogag uczestniczy¢ w dyspersji bakterii oraz
grzybow plesniowych 1 drozdzopodobnych, w tym potencjalnych czynnikow rozwoju infekcji
wtornych u juz hospitalizowanych pacjentow. Wykrycie zagrozenia dyspersji przez wektory
drobnoustrojow chorobotworczych w $rodowisku przyszpitalnym zwrécitlo uwage na koniecznos¢
lepszego przestrzegania zasad prewencji, w tym owadoszczelnosci obiektow szpitalnych. Wyniki i
wnioski z tych badan przedstawiono podczas konferencji krajowych 1 migdzynarodowych, zawarto w

rozdziatach monografii oraz w pracach pogladowych.

Udzial w projektach badawczych:

. Ocena skutecznosci przeciwamebowej srodkow dezynfekujacych oraz lekow stosowanych w
okulistyce — projekt finansowany przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego 2010-2012.
Nauki Kliniczne Niezabiegowe (402), 375438. Nr rejestru ID: 67542.

Kierownik projektu: prof. L. Chomicz; wspotwykonawca projektu: dr Gabriela Oledzka; projekt w
realizacji.

° Badania wielospecjalistyczne in vivo oraz in vitro nad dynamikg i morfofizjologig stadiéw
inwazyjnych/dyspersyjnych drobnoustrojéw i helmintéw patogenicznych dla cztowieka oraz ich

przydatnos$¢ dla weryfikacji diagnostyki oraz profilaktyki. - Temat statutowy w WUM w Warszawie;
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Nr rejestru w Dziale Nauki NZI1/N/2009. Kierownik projektu: prof. L. Chomicz, wspotwykonawca - dr
Gabriela Oledzka; projekt zakonczony.

. Wielospecjalistyczne badania nad stadiami troficznymi i dyspersyjnymi wybranych
patogenow zwierzat i czlowieka, ze szczegdlnym uwzglednieniem oceny substancji o dziataniu
przeciw-inwazyjnym. - Temat statutowy w WUM w Warszawie; Nr rejestru w Dziale Nauki
NZI/N/2008.

Kierownik projektu: prof. L.Chomicz, wspotwykonawca projektu - dr Gabriela Olgdzka, projekt
zakonczony.

. Badania nad stadiami inwazyjnymi i dyspersyjnymi helmintéw, transmitowanych droga
pokarmowg. - Temat statutowy w AM w Warszawie; Nr rejestru w Dziale Nauki NZI/N/2006.
Kierownik projektu: prof. L. Chomicz, wspotwykonawca projektu - dr Gabriela Oledzka. projekt
zakonczony.

. Produkcja i oczyszczanie rekombinowanej pyrolizyny ze szczepu termofilnego Pyrococcus
woesei - Temat statutowy Politechniki Gdanskiej 2000.

Kierownik projektu - dr G. Oledzka; projekt zakonczony.

° Klonowanie i ekspresja ludzkiej proinsuliny w Pichia pastoris. Temat statutowy Politechniki
Gdanskiej 1999. wspotwykonawca projektu - dr Gabriela Oledzka..

o Produkcja i oczyszczanie rekombinowanej aqualizyny | ze szczepu termofilnego Thermus
aquaticus w komorkach Escherichia coli i Pichia pastoris. Grant KBN/1999.

Kierownik projektu dr G. Oledzka; projekt zakonczony.

Opublikowane sekwencje nukleotydowe:

e OQvis aries CD40 ligand (CD154) mRNA, complete cds, GenBank: DQ054533.1,
e Pyrococcus woesei beta-galactosidase gene, complete cds, GenBank: AF043283.1,

e Pyrococcus woesei pyrolysin gene, complete cds, GenBank: AF239672.1

Otrzymane nagrody:

2008 Zespotowa, naukowa nagroda Rektora WUM trzeciego stopnia za badania modelowe nad
potencjalng aktywnoscig przeciwpatogeniczng/terapeutyczng wybranych czynnikow chemicznych, z
zastosowaniem nowych syntez, technik imunocytochemicznych i molekularnych.

2011 Zespotowa, naukowa nagroda Rektora WUM drugiego stopnia za wspoétautorstwo cyklu prac
dotyczacych wielospecjalitycznych badan in vitro oraz in vivo nad oportunistycznymi Protozoa w
poszukiwaniu molekularnych inhibitorow inwazji - z uzyciem zwigzkéw nowosyntetyzowanych,

prospektywnych szczepionek DNA i biatkowych
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Dorobek dr Gabrieli Olgdekiej obejmuje: 28 publikacji naukowychs iaczna wartos¢ IF
=20,077, KBN/MNiSW=241. Analiza publikacji na podstawie pakietu Web of Science wykazala 55
cytowan bez autocytowafh. Na zjarzdach i sympozjach naukowych krajowych i zagranicznych
precdstawionych zostalo 21 doniesied naukowych. Indeks cytowan Hirscha, index h=3 (wg bazy
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