Projekt NCN UMO-2015/18/E/NZ6/00502 Sonata Bis
pt.: ,,Trichinella britovi jako potencjalny czynnik zachorowan ludzi na wlosnice- porownanie
profili bialkowych stadiow rozwojowych 7. britovi z wykorzystaniem technik z zakresu

proteomiki oraz wskazanie bialek o potencjale immunodiagnostycznym”

STRESZCZENIE

1. Cel prowadzonych badan

Wilosnica jest pasozytnicza choroba odzwierzeca powodowang przez nicienie z rodzaju Trichinella.
Zarazenie czlowieka nastgpuje przez spozycie niedogotowanego lub polsurowego migsa
wieprzowego lub koniny, a takze potsurowych przetwordw z dzika zawierajacych inwazyjne larwy
miegsniowe. 7. spiralis jest gatunkiem najbardziej patogennym dla cztowieka i gtownym czynnikiem
etiologicznym wigkszosci przypadkéw wilosnicy u ludzi. Dane epidemiologiczne potwierdzaja w
ostatnich latach wzrost zachorowan powodowanych gatunkiem 7. brifovi lub inwazji mieszanych.
Pomimo wystepowania réznic w objawach klinicznych u pacjentéw zarazonych réznymi gatunkami
wlosni, nie jest jednak mozliwe przypisanie ich do konkretnego gatunku nicieni. Dobor
odpowiedniego leczenia pacjentow u ktérych stwierdzono wlosnice jest niezwykle trudny. Dlatego
tez takie czynniki jak okreslenie gatunku Trichinella, intensywnoS$ci inwazji, czas (dtugosc) jej
trwania, odpowiedz immunologiczna ze strony gospodarza sg niezwykle wazne w ustaleniu
wlasciwego leczenia.

Ze wzgledu na wykazujacg tendencje wzrostowq zarazenia populacji dzikéw w Polsce wtosniami z
gatunku 7. britovi 1 wystgpowanie inwazji o niskiej intensywnosci zarazenia, ktore tradycyjnymi
metodami stajg si¢ trudniej wykrywalne istnieje konieczno$¢ podjecia badan nad nowa, skuteczng
metoda diagnostyczng. Projekt skierowanych bedzie na poznanie i

scharakteryzowanie biatek wytwarzanych przez trzy stadia rozwojowe 7. britovi, na ktore dzialanie
organizm zywicielski jest narazony.

W cyklu rozwojowym T. britovi wyrdzniamy postacie dojrzale samce i samice, oraz postacie
larwalne wsrdd ktorych nalezy wymieni¢ larwg nowo urodzong oraz larwe otorbiong. Wszystkie
stadia rozwojowe 1. britovi rozwijajg si¢ w ciele jednego zywiciela. Kazde z wymienionych stadiow
produkuje immunogenne biatka/antygeny, ktére zapoczatkowuja tancuch zjawisk prowadzacych do
rozwoju odpowiedzi immunologicznej ze strony gospodarza. Powszechnie uwaza si¢ ze kazde ze
stadiow rozwojowych nicienia wytwarza charakterystyczny zestaw immunogennych bialek
okreslanych jako specyficzne dla stadium.

Dlatego tez poznanie ich profili biatlkowych oraz wlasciwosci immunoreaktywnych biatek jest
kluczowe do zrozumienia relacji panujacych w skomplikowanym uktadzie pasozyt-zywiciel na

roznych etapach cyklu rozwojowego. Ponadto, uzyskanie biatek immunoreaktywnych w formie



rekombinowanej przyczyni si¢ do ich zastosowania jako potencjalnych antygenow do wykrywania
wlosnicy u zwierzat i ludzi.
Cel badan:

e porownanie profili biatkowych trzech stadiow rozwojowych 7. britovi tj. larwy mig¢§niowe;,
form dorostych oraz nowo urodzonych larw,

e wyselekcjonowanie immunoreaktywnych bialek, uzyskanie tych bialek w formie
rekombinowanej i okreslenie ich przydatnosci w tescie ELISA do wykrywania przeciwciat
przeciw T. britovi w surowicach zarazonych zwierzat i ludzi.

e ocena wlasciwosci  immunogennych  uzyskanych  biatek  wzgledem  uktadu
immunologicznego potencjalnego zywiciela,

e ocena przydatnosci immunoprotekcyjnej badanych bialek w ograniczaniu rozwoju fazy

jelitowej 1 mig§niowej wlosnicy.

Zastosowana metoda badawcza/metodyka

Metody proteomiki-zelowej: SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis), 2-DE (two-dimensional gel electrophoresis), 2D DIGE (two-dimensional
difference gel electrophoresis) zostang zastosowane aby osiaggnaé wyznaczony

cel. 2-DE Western Blot zostanie wprowadzona celem selekcji 1 identyfikacji biatek
immunoreaktywnych. Spoty o wilasciwosciach immunoreaktywnych wyszukane na analogicznych
wybarwionych srebrem 2-DE zelach zostang wyciete 1 poddane analizie przy

uzyciu metody LC-MS/MS (liquid chromatography-tandem mass spectrometry).

W wyniku analizy LC-MS/MS uzyskane masy peptydéw i ich fragmentéw zostang poréwnane z
bazg danych sekwencji biatkowych w celu zidentyfikowania 1 ustalenia listy

biatek. Metody biologii molekurarnej, klonowanie 1 ekspresja bialek w systemie bakteryjnym BL21
E. coli lub drozdzowym Pichia pastoris bgda stosowane w celu otrzymania bialek w formie

rekombinowane;.



