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ABSTRACT. Invasiveness and intracellular parasitism of Toxoplasma gondii. The article focuses on selected
aspects of Toxoplasma gondii penetration into host cells followed by the biogenesis of specialized host cell compart-
ment, parasitophorus vacuole, in which the parasite resides.
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Iyp Apicomplexa obejmuje ponad pieé tysiecy
gatunkow pasozytniczych pierwotniakéw. Liczne
sposrod nich sg patogenne dla ludzi (Plasmodium.
Cryptosporidium, Toxoplasma) i zwierzat (Eimeria,
Babesia, Theileria). Do rodzaju Toxoplasma nalezy
tylko jeden gatunek Toxoplasma gondii Nicolle et
Manceaux, 1908, opisany najpierw u péinocnoafry-
kanskiego gryzonia, gundii (Ctenodactylus gundi).
a potem u czlowieka 1 bardzo wielu gatunkéw endo-
termicznych krggowcéw. Kosmopolityzm, wysoka
CzestosC zarazenia populacji zywicieli oraz zdol-
nos¢ wnikania do wszystkich komérek jadrzastych
Sprawiajg, ze toksoplazma jest uwazana za pasozy-
ta, ktory odnidst znaczacy sukces ekologiczny. Suk-
ces ten jest wynikiem szczegdlnych cech biologicz-
nych, zwigzanych gtéwnie ze zdolnoscig aktywne;
penetracji 1 zasiedlania komoérek zywicielskich
z wytworzeniem bezpiecznej niszy, wakuoli paso-
zytniczej — nieulegajacej fuzji z elementami syste-
mu endosomalno-lizosomalnego, manipulowaniem
procesem apoptozy oraz indukowaniem zmian reak-
tywnosci immunologicznej zywiciela, co prowadzi
do wytworzenia stanu tagodnej koegzystencji 7.
gondii 1 zarazonego makroorganizmu.

Ruch T gondii

loxoplasma gondii nie posiada ani typowych
organelli lokomocyjnych, jak rzeski czy wici, ani
zdolnosci do przemieszczania si¢ na drodze pelza-

nia (ruchem ameboidalnym), a mimo to porusza sie
bardzo intensywnie, sprawnie (1-10 um sek”)
1 Z gracjg, przez wirowanie (twirling) oraz slizganie
po linit okrggu (circular gliding) lub po torze helisy
(helical gliding) [1]. Ruchy Slizgowy odpowiada za
przenikanie toksoplazmy przez bariery biologiczne,
Jak réwniez za penetracj¢ do komoérek zywiciela,
a po namnozeniu — ich opuszczanie. Ten niezwykly
ruch jest napedzany przez ,,glideosome”, wielkocza-
steczkowy kompleks zbudowany z miozyny A (Tg-
MyoA), tancucha lekkiego miozyny (TgMLC), mi-
krofilamentow aktynowych (F-actin), aldolazy
(Ald) 1 bialek adhezyjnych wydzielanych przez mi-
kronemy: TgMIC2 i TgM2AP [2, 3, 4]. Uproszczo-
ny schemat uktadu lokomotoryczno-penetracyjnego
przedstawiono na Rys. 1.

Ruch umozliwia przenikanie przez pierwsza ba-
rier¢ anatomiczng (Sluzéwka przewodu pokarmo-
wego), rozprzestrzenianie si¢ w tkankach gleboko
polozonych, a potem przekraczanie innych nieper-
misywnych barier biologicznych (bariera krew-
mozg, bariera krew-siatkéwka oka, tozysko), odgra-
niczajgcych miejsca immunologicznie uprzywilejo-
wane, czyli miejsca o matej reaktywnosci immuno-
logicznej. Pokonanie barier biologicznych moze
odbywac si¢ przez przenoszenie toksoplazmy we-
wnatrz leukocytow (koncepcja mechanizmu ., konia
trojanskiego™), drogg transcytozy i migracji pozako-
morkowej. Ta ostatnia droga nie wiaze si¢ z uszko-
dzeniem komoérek zywiciela i nie indukuje reakcji
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zapalnej [5]. Fenotyp migracyjny szczepow tokso-
plazmy Scisle koreluje z ich zjadliwoscig. Gatunek
T. gondii charakteryzuje si¢ niezwyklg strukturg po-
pulacji, ktéra obejmuje trzy linie klonalne (genoty-
py): I, I i III. Typ I obejmuje szczepy o ostrej zja-
dliwosci dla myszy i czesto powodujace toksoplaz-
moze wrodzong u ludzi. Cechg charakterystyczng
szczepéw typu I jest intensywna replikacja, gwat-
towne rozsianie w organizmie z osigganiem wyso-
kich stezeri w tkankach, nawet przy niskim inoku-
lum. Jak wykazali Barragan 1 Sibley [6], szczepy ty-
pu I wykazujg silng, w poréwnaniu ze szczepami ty-
pu II i III, zdolno$¢ do migracji, wyrazajacg sig
przechodzeniem w warunkach ex vivo przez jelito
myszy i bezposrednig penetracja do lamina propria
i srodblonka naczyn. Co wigcej, pewna subpopula-
cja szczepow ma in vitro fenotyp LDM (long di-
stance migration), czego nie stwierdzono wsrod
szczepow typu II i I11. Podtoze genetyczne fenotypu
migracyjnego nie jest blizej okreslone. Przez krzy-
zowanie szczepow: zjadliwego typu I 1 niezjadl-
wego typu III uzyskano klony wykazujgce zwigzek
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Rys. 1. Aparat ruchu slizgowego i penetracji Toxoplasma
gondii: TeGAP50, TgGAP45 — biatka T. gondii zwiaza-
ne z ruchem §lizgowym, TgMLC — tancuch lekki miozy-
ny 7. gondii, TeMyoA — miozyna A T. gondii, F-Act — fi-
lamenty aktynowe, Ald — aldolaza, MIC2 kompleks bial-
ka 2 mikronem i biatka zwigzanego z biatkiem 2, IMC —
kompleks bton wewng¢trznych

Fig. 1. Gliding motility and penetration apparatus of 7o-
xoplasma gondii: T¢GAPS50, TgGAP45 — T. gondii gh-
ding associated proteins, TgMLC — T. gondii myosin li-
ght chain, TgMyoA — T. gondii myosin A, F-Act — actin
filaments, Ald — aldolase, TeMIC2-TgM2AP — T. gondii
microneme protein 2-MIC2 associated protein, IMC — 1n-
ner membrane complex: Wewn. — intracellular, Zewn. —
extracellular, receptory — receptors, pellikula — pellicula,
btona plazmatyczna — plasma membrane of 7. gondii,
blona zewnetrzna komorki zywiciela — host cell membra-
ne

dwoch cech: zdolnosci do migracji 1 zjadliwosci,
a te ostatnig mapuje si¢ na chromosomie VII [5, 7].
Ruch slizgowy prowadzacy do dlugodystansowego
i krétkodystansowego przemieszczania si¢ 7. gondii
uwidoczniono w warunkach in vitro przez wybar-
wienie ,.szlamu” ze zrzucanych powierzchniowych
antygendw pasozyta przy zastosowaniu przeciwcial
monoklonalnych, np. anty-SAGI, gidownemu anty-
genowi powierzchniowemu toksoplazmy [1, 5].

Lista bialek zwiazanych z ruchem shizgowym
obejmuje kilkanascie pozycji, a ich topologia zosta-
ta bardzo pogladowo przedstawiona w artykutach
przegladowych [4, 8]. Warto zwrdci¢ uwage, ze
w 2004 roku Gaskins i wsp. [9] dopisali do tej listy
dwa nowe biatka TeGAP45 1 TgGAPS0 (7. gondii
oliding associated protein) sugerujac, ze transbiono-
we biatko TeGAPS50 zakotwicza miozyng w Kom-
pleksie bton wewnetrznych pasozyta (IMC — mner
membrane complex), a konkretnie w jego btonie ze-
wnetrznej (outer membrane), stanowigc receptor dla
duetu biatek: TeMyoA-TgMLC (miozyna A — fan-
cuch lekki miozyny) (Rys. 1). Jaka jest funkcja dru-
giego opisanego biatka TgGAP45, nie wiadomo, ale
wydaje sig, ze jest to biatko o istotnej biologicznej
roli, poniewaz nie udato si¢ uzyska¢ transgenicz-
nych toksoplazm ze znokautowanym genem dla Tg-
GAP45. Odkrycie biatka TgGAPS50 jako brakujgce-
g0 ogniwa w zlozonej kompozycji elementow odpo-
wiedzialnych za ruch Slizgowy ma szczegolnie
istotny walor poznawczy i otwiera nowe mozliwo-
Sci w poszukiwaniu takich lekow, ktore blokujac
ruch pasozyta znosityby jego inwazyjnos¢ [10].
7 uzyciem krioelektronomikroskopii stwierdzono
wczesniej, ze przez IMPs (intramembranous partic-
les), tkwiace w btonach kompleksu IMC, pellikula
taczy sie z 22 podpellikularnymi mikrotubulami,
tworzac rusztowanie, ktore utrzymuje ksztait tokso-
plazmy [11].

Penetracja do komorek zywiciela

[naczej niz inne wewngtrzkomorkowe patogeny
(wirusy, bakterie, pasozyty), ktére wykorzystujg en-
docytoze lub fagocytoz¢ do przedostania si¢ do ko-
moérek makroorganizmu, 7. gondii wnika w tempie
btyskawicznym (10-30 s) do wszystkich, wigczajac
fagocyty, jadrzastych komorek zywiciela, przy
udziale aktywnego procesu zwanego penetracjg (in-
wazja). Proces ten zasadniczo rozni si¢ od fagocyto-
zy i zachodzi przy catkowitej biernosci komorek
makroorganizmu — nie obserwuje si¢ ani sfaldowa-
nia ich blony zewnetrznej, ani kondensacji aktyny,




an1 fosforylacji tyrozyny [12]. Aktywnos¢ penetra-
cyjna 1. gondii oparta jest na ruchu slizgowym po
torze helisy, ale wymaga takze udziatu czasteczek
adhezyjnych pasozyta, ktére umozliwiaja potacze-
nie si¢ z powierzchnig komorki zywiciela. Czastecz-
ki te (biatka MIC) sa wydzielane z mikronem, ma-
tych organelli o ksztalcie nasion kminku, na biegu-
nie apikalnym pasozyta, a sygnatem do ich egzocy-
tozy jest wzrost wewngtrzkomoérkowej puli
Ca”[13]. Szczegblna rola przypada tu dwom bial-
kom mikronem TgMIC2 i TgM2AP (MIC2-associa-
ted protein), ktérych domeny cytoplazmatyczne
wi3zg si¢ z aldolazg (enzymem glikolitycznym roz-
ktadajacym fruktozo-1,6-bisfosforan), a ta z kolei
stanow1 pomost mi¢dzy nimi i filamentami aktyno-
wymi. Translokacja tego kompleksu w kierunku od
bieguna przedniego do tylnego, przy udziale miozy-
ny, zapoczatkowuje ,,wsuwanie si¢”” toksoplazmy do
wnetrza komorki zywiciela. Biatka mikronem sg od-
cinane przy udziale proteaz serynowych romboido-
podobnych (np. MPP1 — microneme protein protea-
se 1), a blona zewngtrzna zlewa si¢ ponad tylnym
biegunem pasozyta, zamykajgc go w wakuoli paso-
zytniczej [14]. Podczas penetracji, pomiedzy ataku-
Jacym pasozytem a wpukleniem komoérki zywiciela
tworzy si¢ krotkotrwata i do dzisiaj enigmatyczna
struktura ,,moving junction” [15, 16].

Zycie w wakuoli pasozytniczej

W przeciwienstwie do pasozytow z rodzaju Lei-
shmania, Ktore ,,zainwestowaly” w strategie prze-
trwania w fagolizosomie, 7. gondii rozwineta per-
fekcyjnie kompleksowy system unikania wejscia
w ten wyjatkowo nieprzyjazny biologicznie
przedzial komorkowy budujac bezpieczna dla siebie
wewngtrzkomorkowg nisz¢ w postaci wakuoli paso-
zytniczej [17]. Biogeneza wakuoli pasozytniczej,
inicjowana przez drugg falg bialek wydzielniczych
pasozyta — biatka roptrii (ROP), zostata ostatnio
szczegOiowo opisana 1 imponujaco zilustrowana
zdjeciami elektronomikroskopowymi przez de Sou-
z¢ [18]. Toksoplazma replikuje si¢ w sposéb syn-
chroniczny co 6-8 godz., objetos¢ wakuoli musi
wigc ulegac systematycznemu zwigkszaniu, aby po-
miesci¢ 32-128 potomnych pasozytéw [19]. Stuza
temu malenkie pecherzyki satelitarne zwiazane
z blong wakuoli 1 zawierajgce biatka roptrii. Peche-
rzyki te, nazwane ewakuolami, moga sie zlewad
z blong 1 powodowac zwigkszenie jej dtugosci [20].
Istotng cechg blony wakuoli jest brak w niej typo-
wych markeréw bton pgcherzykéw endocytarnych,

jak receptory dla transferyny, receptory dla manno-

z0-6-fostoranu oraz biatka regulatorowe np. rab5,
CO sprawia, ze wakuola nie jest rozpoznawana przez
komorkowa maszynerie fuzji i pozostaje oddzielona
od szlakéw endo- i egzocytozy [21]. Ta biologicznie
bardzo wazna opornos¢ na endocytoze pojawia sie

Jjuz na samym poczatku procesu penetracji. Z blony

powstajgce)] wakuoli, przy udziale nieznanego me-
chanizmu, usuwane s btyskawicznie biatka zywi-
ciela, z wyjatkiem tych zakotwiczonych za pomoca
reszt GPI (glikozylofosfatydyloinozytolu) [22].
Charakterystyczng cechg wakuoli jest wytworzenie
w c1agu kilku godzin od inwazji bardzo silnie roz-
winigtej siatki nanotubul taczacych sie z komoérkami
I'. gondii 1z blong otaczajacg wakuole. Rola tej siat-
kowatej struktury, wypetniajgcej wolne przestrzenie
migdzy dzielagcymi si¢ przez endodiogenie pasozy-
tami, nie zostata dotychczas precyzyjnie okreslona,
ale zwykle przyjmuje sig, ze stuzy ona wymianie
metabolitow migdzy toksoplazmami a cytosolem
komorki zywiciela. Blona wakuoli jest sprzezona
z s1ateczkg srodplazmatyczng i mitochondriami ko-
morki zywiciela, chociaz, jak ostatnio zaobserwo-
wano, nie wszystkie mitochondria otaczaja wakuole
[18]. Wytworzenie dojrzatej wakuoli wigze sie
z wydzielaniem w sposéb ciagly zawartosci trzecie-
go typu organelli sekrecyjnych — granul o duzej ge-
stosci [23]. Ten utrwalony od lat poglad o sScisle se-
kwencyjnym wydzielaniu bialek sekrecyjnych jest
ostatnio korygowany. Wskazuje si¢ m.in., ze wy-
dzielanie bialeck GRA moze zaczynaé sie jeszcze
przed wniknigciem toksoplazmy do komérek zywi-
ciela. Wykazano, ze opisane w 2005 roku biatko
GRAI10 jest wydzielane jeszcze przed inwazja
1 wbudowywane w blong¢ zewnetrzng komorki zywi-
ciela [24].

Obojetne pH wnetrza wakuoli oraz obecnosé in-
hibitorow proteaz sprawia, ze wakuola nie jest $ro-
dowiskiem degradacji makroczasteczek. W wakuoli
wykryto m.in. TgPI-1, inhibitor o szerokim spek-
trum dziatania, ktory blokuje aktywnos¢ trypsyny,
chymotrypsyny 1 elastazy. Po wniknieciu do makro-
organizmu drogg per os, inhibitory enzymoéw, uwol-
nione przez toksoplazme¢ do srodowiska zewnetrz-
nego podczas lizy komorek zywiciela, moga chronié¢
pasozyta przed enzymami trawiennymi przewodu
pokarmowego [25].

Toksoplazma modyfikuje komérki zywiciela za-
rowno pod wzgledem strukturalnym, jak i funkcjo-
nalnym. Wyrazem tego sg zmiany organizacji cyto-
szkieletu, np. mikrotubule zywicielskie, rwnomier-
nie rozmieszczone w cytoplazmie, po wniknieciu




toksoplazmy skupiajg si¢ woko6t wakuoli pasozytni-
czej [18].

Z badan wykonanych in vitro w Zakladzie Im-
munoparazytologii UL na ustalonych liniach my-
sich komorek wynika, ze 7. gondii moduluje eks-
presje receptorow dla transferyny w bionie zewne-
trznej komorek zywiciela. Zarazenie duzg dawka 7.
gondii BK powodowato po 18 godz. znaczne obni-
zenie ekspresji receptoréw na makrofagach, ale nie
na fibroblastach. Sugeruje to, ze makrofagi zmniej-
szajac pobieranie transferyny, a przez to ogranicza-
jac wewnatrzkomérkowg pulg niezbednego zelaza,
moga hamowac replikacj¢ toksoplazmy; natomiast
fibroblasty, powszechnie uzywane w laboratoriach
do propagaciji in vitro tego pasozyta, nie wykazujg
takiej aktywnosci [26]. W tym kontekscie, ciekawa
wydaje sie zdolnos¢ T. gondii do wigzania bialek
transportujacych zelazo [27, 28]. Trudno wprawdzie
oczekiwad, ze jeden osobnik penetrujacy do komor-
ki zywiciela, nawet w peini obladowany takim biat-
kiem, wniesie tyle zelaza, ze zaspoko1 ono zapotrze-
bowanie wszystkich potomnych osobnikow, ale bio-
rac pod uwage obecnos¢ receptoréow dla biatek ro-
dziny transferyn takze na komorkach zywiciela,
mozna zalozy¢, ze mozliwe jest modulowanie inte-
rakcji pasozyt-zywiciel na drodze oddziatywan:
transferyna jako ligand 1 jej receptory na komorkach
zywiciela.

Zasiedlenie wakuoli pasozytnicze] wigze Si¢ tez
ze znacznymi zmianami fizjologii komorek zywi-
ciela, polegajagcymi na modyfikowaniu st¢zenia jo-
néw, aktywnosci niektérych enzymow (np. MAPK
— mitogen-activated protein kinase), syntezy cyto-
kin, szlakow sygnatowych oraz procesu apoptozy
(29, 30]. Wielos¢ interakcji toksoplazma-komorka
zywiciela otwiera liczne mozliwosci poszukiwania
nowych srodkéw terapeutycznych.

Podsumowanie

Toxoplasma gondii rozwingta zdolnos¢ do diu-
gotrwalego przezywania w organizmie licznych ga-
tunkéw endotermicznych zywicieli, w wielu rodza-
jach komoérkach, wykazujac przy tym niewielkg pa-
togennos$¢ u osobnikéw z prawidtowg odpornoscig.
Analiza relacji T. gondii-jej zywiciel wskazuje na
podstawy sukcesu tego pierwotniaka. Jest to dyna-
miczny i ekspansywny pasozyt, ktory przy uzyciu
unikatowych strategii jest zdolny wniknaC 1 zasie-
dli¢ komorki zywiciela, a manipulujgc wewnatrzko-
moérkowymi strukturami i szlakami wykreowac bez-
pieczne dla siebie srodowiska zycia — wakuolg pa-
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sozytnicza. Po transformacji tachyzoitow w brady-
zoity, wakuole przeksztalcajg si¢ w cysty tkankowe,
ktore w zywych komorkach zywicielskich mogg
przetrwac przez lata, a nawet dekady, stanowigc sta-
te zagrozenie, ktére na szczgscie staje si¢ powaz-
nym problemem tylko w przypadku obnizenia od-
pornosci zywiciela.
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