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HENRYKA DLUGONSKA

Katedra Immunologii i Biologii Infekcyjnej, Uniwersytet Lodzki,
ul. Banacha 12/16, 90-237 Lo6dz; E-mail: hdlugo@taxus.biol.uni.lodz.pl

ABSTRACT. Toxoplasma gondii — intracellular parasite. The article presents selected data
concerning invasion and intracellular life of obligate intracellular parasite Toxoplasma gondii in
susceptible hosts.
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Choroby zakazne i pasozytnicze stanowia nadal gléwna przyczyne zgonow
w krajach rozwijajacych si¢ (43% wszystkich zgonéw, World Health Forum
1997). W 1995 roku najwigksze $miertelne zniwo w skali calego Swiata zebrata
gruzlica (3,1 min ofiar), malaria (2,1 min), wzw B (1,1 mln), AIDS (> 1 mln)
i odra (> 1 mln), a wigc choroby powodowane przez wewnatrzkomorkowe
patogeny, reprezentujgce rozne i odlegle jednostki taksonomiczne Swiata
wirusow, bakterii i pasozytow tzw. zwierzecych (Tabela 1). Ich wspdlna cecha
jest wykorzystywanie wnetrza komorki zywiciela jako srodowiska zycia
(mikroontohabitatu) w sposob obligatoryjny lub fakultatywny.

Tabela 1. Wewnatrzkomorkowe patogeny

Rodzaj patogenu Zakres

Priony Wszystkie

Wiroidy Wszystkie (wystepuja tylko u roslin)

Wirusy Wszystkie

Bakterie Niektére np. Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia trachomatis
Grzyby Niektore np. Histoplasma capsulatum

Pierwotniaki Niektore np. Toxoplasma gondii, Plasmodium falciparum

Ten szczeg6lny tryb zycia wydaje si¢ by¢ wyjatkowo korzystny biologicznie
dla wewnatrzkomorkowych patogenow: chroni je przed czynnikami i mechani-
zmami odpornosciowymi zywiciela, umozliwia swobodny dostgp do calej gamy
wewnatrzkomorkowych metabolitow, utrudnia dotarcie chemioterapeutykow,
zapewniajac ostatecznie dlugotrwale zasiedlenie danego zywiciela.
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Bardzo ciekawym, chociaz trudnym, obiektem badan nad biologia we-
wnatrzkomoérkowych patogenéw wydaje si¢ byé Toxoplasma gondii (Nicolle et
Manceaux, 1908), pierwotniak nalezacy do typu Apicomplexa. Szczegolna
przydatnos¢ toksoplazmy jako modelu badawczego wewnatrzkomérkowego
pasozytnictwa wynika z szerokiego zakresu jej permisywnosci i stosunkowo
duzej latwosci uzyskiwania mutantéw, co umozliwia ustalenie molekularnych
podstaw inwazji. Typ Apicomplexa charakteryzuje si¢ spolaryzowana budowa
komérki i obecnoscia kompleksu apikalnego (ciata biegunowego), odpowie-
dzialnego za penetracj¢ pasozyta do komorki zywiciela. Kompleks apikalny
stanowi zlozona kompozycje elementoéw cytoszkieletu (Rys. 1) i organelli
wydzielniczych (mikroenem, inaczej toksoenem, roptréw i granul o duzej
gestosci).

biegun przedni

mikrotubule wewnetrzne

pierscienie prekonoidalne

konoid
pelikula

pierscier biegunowy

Rys. 1. Kompleks apikalny Toxoplasma gondii (bez organelli wydzielniczych)

Na samym szczycie bieguna przedniego znajduja si¢ 2 pierscienie prekonoi-
dalne, otaczajace wierzcholek konoidu, ktoéry ma ksztaltt wydrazonego walca,
zbudowanego z 14 spiralnie skreconych elementow i zakoriczonego od strony
bieguna tylnego pierscieniem biegunowym. Od tego pierécienia odchodza
w glab komoérki 22 subpelikularne mikrotubule, o dlugosci 4-5 pm, lekko
skrecone w kierunku przeciwnym do kierunku ruchu wskazéwek zegara,
podobnie, jak elementy konoidu. Dodatkowe 2 mikrotubule (400 nm dtugosci)
umocowane s3 na pierscieniach prekonoidalnych. Przechodza one przez
srodek konoidu i koncza si¢ tuz pod pierscieniem biegunowym. Prawdopodob-
nie one wiasnie ukierunkowuja mikroenemy i roptra tak, aby przesunely sie
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przez konoid i wylaly swa zawartos¢ na przednim, ,jinwazyjnym” biegunie
toksoplazmy. Kompleks 22 dlugich mikrotubul stabilizuje cialo pasozyta
i odgrywa zasadnicza w jego Slizgowym ruchu, m.in. w czasie procesu
penetracji (Pfefferkorn 1990, Black i Boothroyd 2000).

Pierwszym i1 koniecznym warunkiem wzbudzenia aktywnosci kompleksu
apikalnego, motoru procesu penetracji, jest kontakt 7. gondii z komorka
zywiciela. Poniewaz zewngtrzne blony lipidowe, zarowno toksoplazmy, jak
i zywiciela, maja ladunek ujemny, niezbedne sa reakcje typu receptor-ligand,
aby te sily odpychania przemoc. Bardzo szeroki wachlarz zywicieli (zwierzat
endotermicznych i cztowieka) oraz mozliwosé zasiedlania wszystkich komorek
jadrzastych danego organizmu sugeruja, ze za kontakt komorki pasozyta
z komorka zywiciela odpowiadaja jakies powszechnie wystgpujace kompo-
nenty powierzchniowe. Ze strony pasozyta sa to antygeny powierzchniowe
rodziny SAG (surface antigens), wbudowane w blon¢ zewnetrzna za pomoca
glikozylofosfatydyloinozytolu, na czele z glownym antygenem SAGI, anty-
genem wskaznikowym postaci tachyzoitu. Nalezy przyjac jednakze, ze SAG1
to nie jedyna czasteczka pasozyta zaangazowana w proces adhezji, poniewaz
mutanty SAG1-ujemne dalej wykazuja inwazyjnosc, chociaz inng niz typ dziki
— penetruja szybciej, ale z mniejsza skutecznoscia (Black i Boothroyd 2000).
Receptory zywiciela dla antygenow SAG sa nieznane. Wykazano takze
zdolnos¢ wiazania si¢ 7. gondii z laminina w macierzy zewnatrzkomorkowe;j;
laminina moze sianowi¢ wiec pomost pomi¢dzy pasozytem a receptorami dla
lamininy na komdrkach zywiciela. Sugeruje si¢ rowniez udziat lektyn pasozyta
w procesic adhezji, ktorych ligandami bylyby proteoglikany siarczanowe
komorek zywiciela (Carruthers i wsp. 2000). Niewatpliwie ekspresja ligandow
adhezyjnych na komorkach zywiciela jest zalezna od fazy cyklu komorkowego.
Najwieksza intensywnos¢ adhezji i penetracji zaobserwowano w czasie przejs-
cia fazy G1 w faze mid-S. Nalezy przy tym zauwazyC, ze proces penetracji
zasadniczo rozni si¢ od procesu fagocytozy. Podczas penetracji komorka
zywiciela pozostaje bierna (moze by¢ nawet lekko utrwalona glutaraldehydem),
nie obserwuje si¢ w niej ani kondensacji aktyny, ani sfaldowania blony
zewnetrznej, ani fosforylacji tyrozyny (Sibley 1995, Dobrowolski i Sibley 1997).
Pasozyty z typu Apicomplexa, takie, jak Toxoplasma gondii i Plasmodium
falciparum wnikaja do komorek zywiciela, zarowno fagocytarnych, jak i nie-
fagocytarnych, poprzez aktywna penetracj¢. Jak dowcipnie zauwazaja Sibley
i Andrews 2000, w obliczu dylematu: zy¢ szybko i ryzykownie albo wolno
i bezpiecznie, inwazja komorek niefagocytujacych wydaje si¢ rozsadnym
przystosowaniem, poniewaz oferuja one spokojne i bezpieczne siedlisko,
w porownaniu z fagocytami. Podczas inwazji toksoplazma ,wslizguje si¢”
w komorke zywiciela w czasie 15-30 s. Podstawa jej slizgowego ruchu jest
motor aktyna-miozyna. Chociaz w konwencjonalnych preparatach elektro-
nomikroskopowych nie wykryto mikrofilamentéw aktynowych, to wykazano
obecnos¢ samej aktyny, umiejscowionej glownie w rejonach bieguna przed-
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niego. Opisano ostatnio bialko wiazace aktyng, toksyfiling, ktora praw-
dopodobnie bierze udzial w wytworzeniu mikrofilamentow aktynowych, znaj-
dujacych si¢ pod kompleksem 2 blon wewnetrznych pelikuli. Maja one ksztalt
liter v, ulozonych jak klucz ptakow (> > > > >) i skierowanych do bieguna
przedniego. Lezaca blizej blon wewngtrznych lub tuz nad nimi miozyna wiaze
si¢ z przezblonowym biatkiem adhezyjnym, biatkiem mikroenem MIC2 (ina-
czej TgMIC2), ktore zawiera oprocz domeny przezblonowej takze 6 domen
adhezyjnych, trombospondyno-podobnych. Procesowi inwazji towarzyszy
stopniowane i regulowane wydzielanie szerokiego wachlarza réznych rozpusz-
czalnych bialek zmagazynowanych w organellach, takich jak: mikroenemy,
roptra i granule o duzej gestosci (Carruthers 1999, Carruthers i wsp. 1999,
Dlugonska i Dytnerska 1999, Black i Boothroyd 2000, Ferguson i wsp. 2000).
. Podczas gdy te ostatnie sa rozmieszczone dos¢ rownomiernie w calej cytoplaz-
mie, to mikroenemy i roptra sa scisle zwigzane z kompleksem apikalnym.
Biatka mikroenem (MIC1-4, inaczej TgMIC1-4) wlaczaja si¢ we wstepny etap
procesu penetracji, bialka roptrow (ROP1-8) ulatwiaja wytworzenie wakuoli
pasozytniczej i jej polaczenie z organellami wewnetrznymi komorki zywiciela,
za$ bialka granul o duzej gestosci (GRA1-8, NTP-azy = hydrolazy nukleo-
zydotrifosforanowe) promuja wewnatrzkomorkowe namnazanie pasozyta i je-
go zaopatrzenie w konieczne substancje odzywcze. Wszystkie biatka wydziel-
nicze posiadaja typowa dla eukariotow sekwencje liderowa, ktora kieruje
je do siateczki §rodplazmatycznej, a stamtad do organelli wydzielniczych lub
powierzchni komorki pasozyta (Carruthers i wsp. 1999). Egzocytoza bialek
mikroenem inicjuje wytworzenie pomiedzy komorka zywiciela i pasozyta
»moving junction”, enigmatycznej i krotkotrwalej (kilka sekund) struktury,
zbudowanej tylko z dwuwarstwy lipidow blony zewnetrznej zywiciela. Nie-
znany dotad mechanizm powoduje wybiocze niewlaczanie w blong powstajacej
wakuoli pasozytniczej bialek przezblonowych zywiciela (np. CD44, Macl,
kaweoliny) (Sibley i Andrews 2000), z tego powodu wykazuje ona poczatkowo
niska gestos¢ elektronowa. Potem stopniowo w dwuwarstwe lipidow sa
wbudowywane bialka pasozyta, najpierw te pochodzace z roptrow (w trakcie
inwazji), a nastepnie — z granul o duzej gestosci (10-20 min po inwazji)
(Dubremetz 1998, Black i Boothroyd 2000). Blona wakuoli staje sitem
molekularnym, przepuszczajacym czasteczki ponizej 1300 Da i zostaje od
zewnatrz otoczona przez mitochondria oraz siateczke srodplazmatyczna ko-
morki zywiciela. Wewnatrz natomiast powstaje rurkowo-pecherzykowa siatka,
przypominajaca spaghetti. Wakuola pasozytnicza w odrdznieniu od wakuoli
fagocytarnej (fagosomu) nie ulega ani zakwaszeniu, ani zlaniu z lizosomami,
stajac si¢ wyspecjalizowanym, wyodrgbnionym i bezpiecznym dla pasozyta
przedzialem komoérkowym. Tam wlasnie toksoplazma namnaza si¢ przez
wielokrotna endodiogeni¢. Z kazdego macierzystego tachyzoitu powstaja
2 tachyzoity potomne, siostrzane, a czas pelnego cyklu wynosi 6-7 godzin.
Szybko$¢ replikacji T. gondii zalezy w duzej mierze od rodzaju komorki
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zywiciela, np. szybkie namnazanie obserwowano w monocytach, komorkach
dendrytycznych, fibroblastach, a zdecydowanie wolniejsze — w neutrofilach
i limfocytach (Channon i wsp. 2000). Sygnat inicjujacy gwaltowne uwolnienie
potomnych tachyzoitow jest nieznany, ale wydaje sig, ze moze to by¢ spadek
stezenia kationow Ca?*. Komorka zywiciela ulega lizie, tachyzoity (kilka do
kilkudziesigciu z 1 komorki) wydostaja si¢ do przestrzeni migdzykomérkowych
i szukaja nowej komorki do zasiedlenia (Black i Boothroyd 2000).

Scisle wewnatrzkomérkowy tryb zycia 7. gondii rodzi rozne problemy,
m.in. limituje skuteczna terapi¢. Leki docierajace do wakuoli pasozytniczej
z reguly uszkadzaja tez komorki zywiciela. Ciekawym wyjatkiem wydaje si¢
byé hydroksymocznik, ktory przenika do wakuoli i hamuje cykl rozwojowy
pasozyta, nie naruszajac komorek zywiciela (de Melo i wsp. 2000).

Nie kazdy cykl replikacji T. gondii jest cyklem litycznym, tj. prowadzi do
lizy komorki zywicielskiej. Pod wplywem réznych, chociaz stabo okreslonych,
bodzcéw (czynnikow odpornosciowych, lekow itp.) szybko namnazajace sig,
wysoko zjadliwe tachyzoity ulegaja konwersji w wolno namnazajace sig,
spoczynkowe bradyzoity, a blona wakuoli pasozytniczej — w Sciang cysty
tkankowej (Gross i wsp. 1997). Jak si¢ sadzi, zarazenie toksoplazma nie konczy
si¢ eradykacja pasozyta. W formie przetrwalnikowe;j (,drzemiacych” bradyzoi-
tow zamknigtych w cystach) utrzymuje si¢ on do konca zycia Zzywiciela.
W organizmie zywiciela o sprawnym systemie odpornosciowym pgknigcie
cysty jest niegrozne, poniewaz uwolnione toksoplazmy ulegaja szybkiej elimi-
nacji z udzialem réznych mechanizméw odpornosciowych, zarbwno humoral-
nych, jak i komérkowych (Ferguson i wsp. 1989, Dlugonska 2000).

Przedstawione w pracy niektore aspekty wewnatrzkomorkowego pasozyt-
nictwa T. gondii wskazuja, ze ten szeroko rozpowszechniony pasozyt wykorzy-
stuje bogaty zestaw precyzyjnych i wyrafinowanych metod pozwalajacych mu
dlugotrwale zasiedli¢ organizm podatnego zywiciela.
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