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Toxoplasma gondii — pasozyt znany i nieznany'

Toxoplasma gondii — known and unknown parasite
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ABSTRACT. The protozoan Toxoplasma gondii, described by Nicolle and Manceaux in 1908, is a ubiquitous and cos-
mopolitan parasite that infects a wide range of mammal and bird species. Although the parasite possesses a meiotic life-
cycle phase it represents very unusual population structure comprising three archetypal clonal lines: I, IT and III, which
together account for over 95% of strains isolated in Europe and North America. The isolates from South America are
more genetically diverse. Molecular phylogeny studies and phenotype analyses showed recently 11 successful parasite
lineages (haplogroups) of different global distribution. Individual 7. gondii strains vary strongly in their virulence which
is very well defined in mice: there are extremely virulent strains (of RH type) with LD100=1 and low virulent strains
(LD50=1000), without any intermediate virulence strains. The article presents some recent data on the population struc-
ture and virulence of the parasite, mapping of virulence loci and new identified rhoptry antigens (ROP18 and ROP16)

as major virulence components.
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W 1908 roku Nicolle i Manceaux opisali pier-
wotniaka Toxoplasma gondii, wykrywajac infekcje
tym pasozytem u gundii, pétnocnoafrykanskiego
gryzonia. Toksoplazma jest bezwzglednym we-
wnatrzkomorkowym patogenem, ktéry zasiedla
organizmy zwierzat stalocieplnych oraz ludzi z wy-
jatkowo wysoka czestoscig, osiggajaca w nie-
ktérych lokalnych populacjach prawie 100%. Mimo
intensywnych badan i obfitej puli wynikéw uzyska-
nych w ciggu 100 lat, ten powszechny i kosmopoli-
tyczny pasozyt, nie przestaje intrygowaé parazyto-
logéw. Artykut porusza problem niezwyktej struktu-
ry populacyjnej 7. gondii i zr6znicowanej wirulencji
licznych szczepéw, zwigzanej m.in. z nowo zidenty-
fikowanymi czynnikami zjadliwosci, biatkami wy-
dzielanymi przez roptrie: ROP18 i ROP16.

Struktura populacyjna 7. gondii

Z braku sladéw kopalnych, badania nad filoge-
nezg pierwotniakéw typu Apicomplexa opierajg si¢
na metodach molekularnych, w tym giéwnie na ana-
lizie pokrewieristwa podjednostki mniejszej rRNA.
Wyniki tej analizy wskazuja, ze pierwotniaki typu
Apicomplexa wyewoluowaly ok. miliarda lat temu.
Przodek grupy kokcydidw wytwarzajacych cysty,
obejmujgcej rodzaje: Toxoplasma, Neospora, Sarco-
cystis, Hammondia i Besnoitia, wytonit si¢ ok. 250
mln lat temu, natomiast sam gatunek 7. gondii wyo-
drebnit sie przed 10 mln lat [1]. Toxoplasma gondii
jest organizmem haploidalnym. Genom tego paso-
zyta stanowi 14 chromosoméw (Ia, Ib, II, IIL, IV, V,
VI, Vlla, VIIb, VIII, IX, X, XI, XII), o zréznicowa-
nej fizycznej pojemnosci informacji mierzonej licz-
ba par zasad — od 1,8 Mb (chromosom Ia) do >7 Mb
(chromosom X), tgcznie ok. 65 Mb. Mapa genomu
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jest cennym Zrédtem informacji i moze stanowic
podstawe kompleksowych badari nad infekcyjno-
Scig i transmisja pasozyta oraz jego opornoscig na
leki [2].

Mimo rozprzestrzenienia na calej kuli ziemskiej
i zdolnosci do zarazania niemal wszystkich gatun-
kéw ptakow i ssakow, zréznicowanie genetyczne
T. gondii jest wyjatkowo matle [3]. Chociaz tokso-
plazma rozmnaza si¢ w sposéb piciowy, to struktu-
ra populacji tego pasozyta jest zdecydowanie klo-
nalna. Trzy linie klonalne (nazwane I, II i III) obej-
muja lgcznie ponad 95% szczepow izolowanych
w Europie i Ameryce P6tnocnej. Mate zr6znicowa-
nie genetyczne wskazuje, ze wigkszos$¢ szczepow
powstata wskutek jednej lub kilku rekombinacji
miedzy bardzo podobnymi szczepami rodzicielski-
mi [4]. Z badan molekularnych wynika, ze klonalna
struktura gatunku 7. gondii zostala zainicjowana
przed okoto 10 000 lat. W $Swiecie mikroorgani-
zméw klonalnos$¢ nie jest wprawdzie zjawiskiem
rzadkim, ale szczegdlnos¢ przypadku toksoplazmy
polega na tym, ze pojedyncze loci trzech dominuja-
cych linii cechuje brak polimorfizmu, zawieraja one
jeden z dwoch alleli. Co wigcej, allele te wykazujg
ok. 98% identycznosci na poziomie nukleotydo-
wym [1]. Prosty dymorfizm alleli stwierdzono
w przypadku wielu genéw, m.in. gléwnego antyge-
nu powierzchniowego postaci tachyzoitu, SAGI
(Surface AntiGen 1) [5] i antygenu wydzielniczego
GRA4 (dense GRanule Antigen 4) [6]. Szczegdto-
wa analiza genetyczna wykazala, ze zmiennos¢
w obrebie pojedynczej linii klonalnej linii jest bar-
dzo mata, z wyjatkiem wysoce polimorficznych
markeréw mikrosatelitarnych [7]. W odréznieniu od
szczepow europejskich i péinocnoamerykanskich,
szczepy izolowane z Ameryki Potudniowej cechuje
duza r6znorodnosé [8].

Na podstawie analizy sekwencji mikrosatelitar-
nych szczepdw T. gondii wyizolowanych od kurcza-
kéw zyjacych na réznych kontynentach (poza fer-
mami) wyodrebniono 4 gtéwne populacje T. gondii:
SA11i SA2 — endemiczne w Ameryce Potudniowej,
WW — kosmopolityczng i RW — wspélng dla wszy-
stkich kontynentéw z wyjatkiem Ameryki Potu-
dniowej [9]. Z kolei ostatnie badania nad strukturg
populacyjng T. gondii, oparte na sekwencji intronéw
w genomie oraz rozpowszechnieniu i dziedziczeniu
monomorficznego chromosomu la, doprowadzity
do wyodrebnienia 11 haplogrup, sposréd ktérych
trzy (1, 2, 3 lub inaczej I, 11 i III) wystepujg niemal
wylacznie w Europie i Ameryce P6inocnej, pieé (4,
5, 8,91 10) wystepuje gléwnie w Ameryce Potu-

dniowej, a jedna (6) jest rozprzestrzeniona na calym
Swiecie. Sadzi sig, ze te 11 haplogrup jest skutkiem
wymieszania materialu genetycznego 4 wyjscio-
wych populacji, odpowiadajacych obecnym haplo-
grupom: 2, 4, 61 9. Przez poréwnanie genéw chro-
mosomu la i Ib w liniach klonalnych 1, 2 1 3 stwier-
dzono ponadto, ze wszystkie trzy linie maja,
w odrdznieniu od innych, monomorficzny chromo-
som la. Sukces biologiczny niewielu linii klonal-
nych T. gondii jest najprawdopodobniej zwigzany
z przenoszeniem pasozyta na drodze oralnej. Efek-
tywne przenoszenie tego rodzaju wykazano u wszy-
stkich haplogrup, z bardzo nielicznymi wyjgtkami
w haplogrupach 4, 6ai 7. Co réwniez ciekawe, ostra
zjadliwos¢ jest nie tylko cechg haplogrupy 1, ale
réwniez szczepow potudniowoamerykanskich z ha-
plogrup 4, 5, 6b, 81 9, a wigc jest to cecha ewolu-
cyjnie stara [2].

Utrzymywanie si¢ struktury klonalnej 7. gondii
w naturze jest prawdopodobnie skutkiem dwdéch
szczeg6lnych cech cyklu zyciowego tego pasozyta.
Po pierwsze, pojedynczy organizm jest w stanie
przejsé petny rozwdj piciowy, podczas ktérego sa-
mozaptodnienie zachodzace w enterocytach kota
prowadzi do powstania infekcyjnych oocyst. Praw-
dopodobieristwo réwnoczesnego zarazenia kota r6z-
nymi szczepami jest mate, co ogranicza czgstos¢ re-
kombinacji genetycznych. Po drugie, cysty tkanko-
we generowane u zywicieli posrednich sg infekcyj-
ne, co umozliwia nieograniczong transmisj¢ pasozy-
ta w obrgbie tardicucha pokarmowego 1 tym samym
eliminuje konieczno$¢ rozmnazania droga piciowa
[10]. Jak zauwaza Sibley [1], toksoplazma jest mo-
delowym przyktadem szybkich i znaczgcych zmian
w zlozonym cyklu rozwojowym, zainicjowanych
udomowieniem zwierzat. Podczas rekombinacji ge-
néw w cyklu plciowym powstata kiedysS taka ich
kompozycja, ktéra zdeterminowata infekcyjnosé
cyst tkankowych po ich transmisji drogg pokarmo-
wa.

Zjadliwos¢

Mimo wyjatkowo duzego podobiefistwa gene-
tycznego (ok. 98%), szczepy T. gondii linii I, I1 1 1T
réznig si¢ fenotypowo, m.in. pod wzgledem zjadli-
wosci. Wirulencja szczepéw T. gondii jest okreslana
z reguly jako LD50 dla myszy laboratoryjnych. To,
co jest zaskakujace, to fakt, ze wszystkie wyizolo-
wane i testowane u myszy szczepy naleza tylko
dwéch ekstremalnych grup: a) szczepy wysoce zja-
dliwe, okreslane jako szczepy typu RH (od bardzo
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dobrze scharakteryzowanego szczepu RH wyizolo-
wanego przez Sabina w 1939 r.), ktérych dawka
LD100=1 pasozyt oraz b) szczepy stabo zjadliwe,
dla ktérych LD50>1000. Brak szczepéw o posre-
dniej zjadliwosci [3]. Do charakterystyki szczepéw
linii I, IT i III zamieszczonej w Tabeli 1 nalezy do-
daé, ze o ile zjadliwos¢ szczepow linii I nie zalezy
od genotypu zywiciela, to dawki LD50 szczep6w li-
nii I 1 III sa zmienne i zalezne zaréwno od podatno-
Sci zywiciela, jak i drogi zarazenia [11].

Sibley 1 wsp. [12] szczegbtowo przeanalizowali
problem zjadliwosci, weryfikujac doswiadczalnie
r6zne hipotezy robocze. Pierwsza z nich zaktadata,
ze kraricowo wysoka zjadliwos¢ szczepéw linii
I jest spowodowana ich krétszym czasem duplikacji
(Td, Time of duplication). Autorzy przedstawili
krzywe wzrostu in vitro szczepéw: RH (linii 1), PTG
(linii IT) i CTG (linii IIT). Szczep RH namnazat si¢
nieco szybciej niz pozostate, zaréwno w mysich ma-
krofagach, jak i ludzkich fibroblastach. Podobne ob-
serwacje poczynili Boothroyd i Grimm [13] - ta-
chyzoity szczepow linii I dzielity si¢ w fibrobla-
stach ludzkiego napletka in vitro o 1/3 intensywniej
niz tachyzoity szczep6w linii I i III. Takiej zalezno-
$ci nie zaobserwowano w przypadku dwdéch warian-
téw danego szczepu. Nischik 1 wsp. [14] stwierdzi-
li, ze wariant atenuowany szczepu BK (linii I), o ob-
nizonej zjadliwosci wskutek dlugotrwatego pasazo-
wania in vitro, namnaza si¢ w hodowli tkankowej
szybciej niz wariant zjadliwy tego szczepu, namna-
zany przez pasaz u myszy. Tak wiec wydaje sig, ze
zaobserwowane réznice w tempie replikacji in vitro
nie ttumacza ogromnych réznic w zjadliwosci. By¢
moze wigksze znaczenie niz tempo replikacji ma
czas utrzymywania si¢ infekcyjnosci u pozakomor-
kowych tachyzoitéw, dtuzszy u szczepdw linii I niz
linii IT 1 HI, co pozwala tym pierwszym bardziej
skutecznie si¢ rozprzestrzenia¢ [15]. Ponadto
stwierdzono, ze czas duplikacji toksoplazmy jest za-
lezny od stadium rozwojowego i rundy replikacyj-

nej. Tachyzoity uwolnione z komdrek zarazonych
sporozoitami 7. gondii linii III dzielity si¢ intensyw-
nie przez 20 rund (Td=6 h), a potem tempo wzrostu
malato (Td=15 h). Zwolnienie tempa wzrostu in vi-
tro korelowato z pojawieniem si¢ markera antyge-
nowego bradyzoitéw (BAGI, Bradyzoite Anti-
Gen 1) i obnizeniem zjadliwosci [16]. Sibley i wsp.
[12] sprawdzali doswiadczalnie jeszcze inng hipote-
zg robocza: szczepy linii I maja wiekszy potencjat
wzrostu in vivo prowadzacy do wigkszego plonu po-
tomnych pierwotniakow, wigkszego rozsiania
w organizmie i wskutek tego wigkszego ,,0bcigze-
nia” pasozytami tkanek zywiciela. Réwniez ta hipo-
teza nie zostala przez autoréw pozytywnie zweryfi-
kowana. Natomiast Saeij i wsp. [15, 17], stosujac
bardzo efektowng technike bioluminescencji paso-
zytéw znakowanych lucyferaza zaobserwowali, ze
tempo wzrostu i rozsianie pasozytéw podczas infek-
cji in vivo sg wprost proporcjonalne do zjadliwosci
szczepu, a odwrotnie proporcjonalne do ekspresji
gendéw typowych dla bradyzoitéw, np. genu BAGI.
By¢ moze, ze r6znice szczepowe w zjadliwosci wy-
nikaja ze zrdéznicowanej zdolnosci do migracji,
ktéra sprzyja rozprzestrzenianiu si¢ pasozyta
w organizmie. Szczepy linii I odznaczaty si¢ wigk-
szg zdolnoscig przenikania ex vivo przez mysie jeli-
to oraz bezposredniego wnikania do lamina prio-
pria i srodbtonka naczyn [18]. Wreszcie Sibley
i wsp. [12] zalozyli, ze wysoka wirulencja nie-
ktérych szczepéw T. gondii (typu RH) jest, by¢ mo-
ze, skutkiem niedostatecznej indukcji ochronnej od-
powiedzi immunologicznej. Doswiadczalne po-
twierdzenie tejze hipotezy przyniosto niejedno-
znaczne wyniki. Letalnym infekcjom zaréwno wy-
soce zjadliwym szczepem RH (linii I), jak i stabo
zjadliwym szczepem PTG (linii II) towarzyszy! nie-
zmiernie wysoki poziom cytokin prozapalnych TH1
(IL-18, IL-12, IFN-y, TNF-o) oraz uszkodzenie wa-
troby i degeneracja tkanki limfatycznej [19], nato-
miast male (subletalne) dawki szczepu PTG powo-

Tabela 1. Szczepy Toxoplasma gondii — zré6znicowanie klonalne i zjadliwos¢
Table 1. Toxoplasma gondii strains — clonal diversity and virulence

Szczepy Linia klonalna

Charakterystyka

Wysoce zjadliwe I

LD100 dla myszy = 1 Zzywy organizm

(minimalna dawka infekcyjna = minimalna dawka smiertelna),

powodujg infekcje gtéwnie u ludzi

Stabo zjadliwe
I

1

LD50 dla myszy z reguly = 1000
powoduja infekcje przewlekte zaréwno u ludzi,
jak iu zwierzat
w wigkszosci powodujg infekcje u zwierzat
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dowaly stabsza stymulacje syntezy cytokin,
z umiarkowanym uszkodzeniem tkanek. Rozstrzy-
gajace wydaje si¢ wiec obarczenie zywiciela paso-
zytami, zalezne od dawki infekcyjnej, a nie od przy-
naleznosci do okreslonej linii klonalnej (typu).
W Swietle wynikéw badan innych autoréw, ten
wniosek nie jest jednak oczywisty. Robben i wsp.
[20] wykazali, ze komorki wysieku otrzewnowego
produkuja duze ilosci taicucha p40 IL-12 (IL-
12p40) po zarazeniu szczepami linii 11, ale nie I 1 I1I.
Podobnie Schade i Fischer [21] stwierdzili w ma-
krofagach zapalnych intensywniejsze wytwarzanie
IL-12 pod wptywem szczepu DX (linii II) niz szcze-
pu BK (linii I). Ci ostatni autorzy zasugerowali tak-
ze, ze nadprodukcja ochronnej w odpornosci anty-
T. gondii cytokiny IL-12, jest prawdopodobnie
przyczyng patogennosci toksoplazmy.

Diugotrwaty pasaz moze zmienia¢ zjadliwos¢
szczepu toksoplazmy [14], ale nie ulega watpliwo-
sci, ze w pierwszym rzedzie jest to cecha genotypo-
wa pasozyta [3]. Nalezy dodatkowo nadmienié, ze
tylko w pewnym ograniczonym stopniu mozna
przenies¢ wnioski z badan na myszach laboratoryj-
nych na zywicieli innych gatunkéw, tym bardziej,
ze ekspresja zjadliwosci jest cechg osobnicza, zalez-
ng od genotypu indywidualnego zywiciela. Na przy-
ktad u chorych na AIDS stwierdzono, ze gen HLA-
DQ1 jest markerem odpornosci, a DQ3 — markerem
podatnosci na toksoplazmowe zapalenie mdzgu
[22]. U myszy laboratoryjnych wrazliwos$¢ na to-
ksoplazmowe zapalenie mézgu jest determinowana
przez allele locusa D/L; myszy z allelem L‘ (np.
szczep BALB/c) sg relatywnie odporne, a z allelem
L* (np. C57BL/6) — stosunkowo podatne [23].

Ostatnie kilka lat okazaty si¢ bardzo owocne
w poszukiwaniu czynnikéw zjadliwosci u 7. gondii.
Poszukiwania takie mozna prowadzi¢ z uzyciem
szczepow typu knockout pasozyta. Przy zastosowa-
niu takiej metody stwierdzono na przyktad ze zni-
szczenie genu kodujgcego antygen GRA2 u wysoce
zjadliwego szczepu RH powoduje jego czgsciowa
atenuacje i zwigksza przezywalnos¢ myszy ekspery-
mentalnie zarazonych tym defektywnym pasozytem
[24]. Drugie podejscie metodyczne w poszukiwaniu
czynnikéw zjadliwosci polega na wykorzystaniu
techniki koinfekcji kota domowego (jako zywiciela
ostatecznego) dwoma szczepami nalezgcymi do
réznych linii klonalnych, np. I i III [25] czy 11 I
[26], a nastgpnie analizie genetycznej otrzymanych
krzyzéwek pasozyta (z uzyciem okreslonych mar-
keré6w genetycznych) i testowaniu zjadliwosci
otrzymanych rekombinantéw, co ostatecznie po-

zwala na zlokalizowanie genéw wirulencji w geno-
mie pasozyta. Badania te wskazuja, ze wirulencja
jest cechg wielogenowa, a loci zjadliwosci znalezio-
no na chromosomie VIIa i VIII [12, 15]. Taylor
i wsp. [27] wykazali, ze ostra zjadliwos¢ szczepow
linii I jest gtéwnie determinowana przez pojedynczy
gen kodujacy biatko ROP18, kinazg serynowo-treo-
ninowa. Roptrie, unikatowe organelle wydzielnicze
wystepujace jedynie u pierwotniakow typu Apicom-
plexa, sg Zrédlem wielu interesujacych i waznych
biologicznie biatek [28]. Allele ROP18 cechuje
znaczny polimorfizm i zréznicowana ekspresja.
Stwierdzono, ze sekwencje nukleotydéw allelu linii
111 T. gondii r6znity si¢ az w 14%, podczas gdy
w przypadku innych genéw ta réznica wynosita ok.
1%, a ponadto allel linii Il wykazywat bardzo stabg
ekspresje¢. Po transformacji toksoplazmy linii III al-
lelem ROP18 linii 1, jej zjadliwos¢ wzrosta az o ok.
4 log!, a wiec ROP18 jest zasadniczym komponen-
tem zjadliwosci [27]. Saeij 1 wsp. [29], wykorzystu-
jac potomstwo (pokolenie F1) uzyskane poprzez
krzyzowanie szczepéw linii II i 11, zidentyfikowali
5 loci wirulencji, wsrdd nich dwa z nich kodowaty
biatka roptrii: ROP18 i ROP16. W odréznieniu od
innych bialek rodziny ROP2, biatka ROPI18
1 ROP16 sg aktywne katalitycznie, chociaz ich sub-
straty nie zostalty dotychczas zidentyfikowane. Wia-
domo jedynie, ze ROP18 fosforyluje biatko tachy-
zoitow pasozyta o Mr 70 kDa, i w mniejszym stop-
niu, biatko o Mr 68 kDa. Podczas inwazji, ROP18
ulega translokacji z roptrii do blony tworzacej si¢
wakuoli pasozytniczej. Wykazano, ze nadekspresja
tego biatka u transgenicznych pasozytéw nie wpty-
wa na ich aktywnos$¢ penetracyjng, ale znaczaco na-
sila replikacj¢ toksoplazmy w wakuoli pasozytni-
czej poprzez skrécenie czasu duplikacji. Z kolei mu-
tacja w czasteczce ROP18 powoduje utrate aktyw-
nosci enzymatycznej i réwnoczesnie obnizenie in-
tensywnosci namnazania 7. gondii, w stosunku do
pasozytéw modyfikowanych genetycznie (z jedng
dodatkowa kopig genu ROP18) [30]. Druga z opisa-
nych kinaz T. gondii, biatko ROP16, ulega translo-
kacji do jadra komérki zywiciela, gdzie interferuje
za szlakiem przekazywania sygnatow mediowanym
przez STAT3 (Signal Transducer and Activator of
Transcription 3) zaklécajagc wytwarzanie IL-12, a co
za tym idzie, prawidtowy rozwdj ochronnej odpor-
nosci przeciwtoksoplazmowej [31].

Reasumujac, oba aktywne katalitycznie biatka
roptrii: ROP18 i ROP16 wydajg si¢ odgrywac
pierwszorzedng rolg w zjadliwosci pasozyta T. gon-
dii. Na listach farmaceutykéw znaleZ¢ mozna inhi-
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bitory kinaz, ktére stosowane sg m.in. w terapii cho-
réb autoimmunizacyjnych i by¢é moze sa wsréd nich
takie, ktére bedzie mozna wykorzystaé¢ jako leki
przeciw T. gondii. Oba biatka, podobnie jak inne
biatka rodziny ROP2, wydaja si¢ takze bardzo obie-
cujacymi kandydatami na antygeny szczepionkowe.
Gdyby badania potwierdzily ich szczegdlng przy-
datnos¢ w tym wzgledzie, otworzytaby si¢ mozli-
wos¢ masowej immunoprofilaktyki toksoplazmozy
zaréwno u ludzi, jak i zwierzat.
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