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Bialka wydzielnicze Giardia duodenalis — charakterystyka
i rola w biologii pasozyta
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ABSTRACT. Secreted proteins of Giardia duodenalis — characteristic and role in biology of the parasite. The ar-
ticle presents the current knowledge on the proteines under question. The first analysed E-S products released by G. du-
odenalis was a polydisperse hydrophobic complex (16.5-225 kDa), protease VI sensitive, chloroform-methanol insolu-
ble. Based on inhibition studies cysteine protease and metalloprotease were detected in the complex. The further analy-
sis revealed that a 58 kDa heat stable as wall as protease sensitive glycoprotein secreted by G. duodenalis trophozoites
is highly immunogenic for the hosts. Before encystation, G. duodenalis trophozoites secrete leucine-rich cyst wall pro-
teins: CWP1, CWP2 and CWP3. Steady-state levels of CWPs gene transcripts are low in non-encysting trophozoites
but increase more than 100-fold during encystation. Another protein, which expression also increases during encysta-
tion is gGSP (Giardia Granule-Specific Protein). The protein possesses typical strucutre of calcium-binding proteins. In-
hibition of gGSP expression abolishes cyst wall formation, suggesting that this protein regulates Ca**-dependent degra-

nulation of encystation-specific secretory vesicles (ESVs ) during cyst wall formation.
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Wstep

Giardia duodenalis jest pierwotniakiem pasozy-
tujacym na komorkach nabtonkowych jelita cien-
kiego ludzi i innych ssakdéw. Pasozyt ten stanowi
gléwng przyczyne wodnopochodnych biegunek
w Stanach Zjednoczonych [1] i Europie. Jest jed-
nym z 10 pasozytéw najczesciej wywotujacych cho-
roby u ludzi. Okoto 200 milionéw ludzi w Azji,
Afryce i Ameryce Laciriskiej cierpi na giardiozg,
a corocznie dochodzi nawet do 500 tysiecy nowych
zarazen [2, 3].

W cyklu zyciowym Gardia duodenalis wystgpu-
ja dwa stadia rozwojowe: cysta o dlugosci 10-12
um, ktéra jest formg inwazyjna, i trofozoit o dugo-
Sci okoto 15 um i ksztattu tzy, ktéry ma dwa jadra,
tarczg przyssawkowg, dwa ciatka posrodkowe oraz
cztery pary wici. Cysty Giardia sa niewrazliwe na
dzialanie wielu naturalnych czynnikéw srodowiska,
a takze na sSrodki dezynfekujace stosowane do
uzdatniania wody, totez w zimnej wodzie mogg za-
chowaé zywotnos¢ nawet przez kilkanascie miesie-
cy [4]. Do zarazenia dochodzi po potknigciu cyst
Giardia, zazwyczaj z zanieczyszczong wodg. W je-

licie cienkim dochodzi do ekscystacji, w wyniku
czego z jednej cysty powstajg dwa trofozoity, ktére
namnazajg si¢ przez podzial podtuzny [4, 5].

Giardia duodenalis moze powodowaé rozmaite
objawy kliniczne o r6znym nasileniu. U niektérych
0s6b giardioza przebiega bezobjawowo. Natomiast
u pozostatych oséb wystepuja rézne objawy ze stro-
ny uktadu pokarmowego (ostre lub przewlekle bie-
gunki, brak laknienia, zespdt zlego wchlaniania);
giardioza bywa przyczyng reakcji alergicznych [3,
6,7, 8].

Jak wynika z ostatnich badati [4] Giardia duode-
nalis ma zdolno$¢ zarazania wielu gatunkéw ssa-
kéw (Tabela 1), jednakze pelny krag potencjalnych
zywicieli pozostaje nieznany. Ciggle prowadzone sg
badania nad mozliwoscig transmisji G. duodenalis
ze zwierzat domowych 1 hodowlanych na ludzi,
gdyz zwierzgta te mogg by¢ istotnym rezerwuarem
tego pasozyta.

Dobrze poznanymi biatkami G. duodenalis sa
biatka antygenowe takie jak giardina, biatka cyto-
szkieletu, biatka szoku cieplnego oraz niektére biat-
ka bogate w cysteing [3, 9, 10]. Poznana jest tez gru-
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pa lektyn btonowych, ktére odgrywajg istotng role
w rozpoznawaniu komérek nabtonkowych jelita
i przyleganiu do nich. Trofozoity G. duodenalis wy-
twarzajg VSPs (variant surface proteins). Funkcja
tych bialek nie jest jeszcze do korica scharakteryzo-
wana, ale przypuszcza si¢, ze odgrywajg istotng ro-
le¢ w interakcjach pasozyt-zywiciel [3, 11]. Czes¢
VSPs ulega sekrecji, jednak ich sekrecyjna funkcja
w regulacji infekcji nie zostata jeszcze okreslona [1,
12].

Tabela 1. Pochodzenie izolatéw Giardia duodenalis [4]
Table 1. The provenience of Giardia duodenalis izolates
(according to [4])

Genotyp Zywiciele

Grupa A ludzie, psy, koty, bobry

Grupa B ludzie, szynszyle, psy, szczury,
bobry

Pies psy

Kot koty

Zwierzeta hodowlane bydto, swinie, owce, kozy

Szczur szczury

Dzikie gryzonie pizmaki, norniki

Che¢¢ poznania interakcji pasozyt-zywiciel oraz
mechanizméw i przebiegu procesu encystacji skto-
nita naukowcéw do bardziej intensywnych badani
bialek wydzielniczych mogacych mie¢ istotne zna-
czenie w analizie tego procesu oraz w interakcji po-
miedzy zywicielem a pasozytem.

Bialka ekskrecyjno-sekrecyjne

Identyfikacja i charakterystyka produktéw eks-
krecyjno-sekrecyjnych (ES) moze doprowadzi¢ do
zrozumienia biologii pasozyta, a takze interakcji pa-
sozyt-zywiciel. Pionierami badan nad tymi biatkami
byli w przypadku G. duodenalis Nash i wsp. [1].
Badane przez nich produkty ES zbierane byly
z podloza TYI-S-33, w ktérym uprzednio hodowa-
ny byl pasozyt. Okreslili oni gtéwng grupe tych pro-
duktéw, ktérych masa zawiera si¢ w przedziale od
94 do 225 kDa, oraz pojawiajace si¢ niekiedy pro-
dukty z zakresu od 16,5 kDa do 94 kDa. Autorzy
wykazali obecnos¢ aminokwaséw oraz weglowoda-
néw i tluszczéw, jednak préby potwierdzenia obe-
cnosci grup cukrowych nie powiodly si¢. Stwierdzo-
no réwniez hydrofobowy charakter badanej grupy
bialek. Wszystkie badania sugerujg, ze biatka te
W przewazajacej czesci mogg by¢ lipoproteinami.
Przeprowadzono réwniez testy poréwnujace dwa
izolaty Giardia WB i P-1. Uzyto przeciwcial krolik
anty-G. lamblia i koza anty-G. lamblia do wykrycia

produktéw ES. Okazalo sig¢, ze szczepy te r6znig si¢
od siebie pod wzgledem wytwarzanych antygenéw
[1].

Dalsze badania prowadzone przez Jimeneza
i wsp. [13] skupily si¢ na produktach ES uzyskiwa-
nych z podloza, na ktérym hodowany byt szczep G.
duodenalis P-1. Elektroforeza tych produktow na ze-
Iu poliakrylamidowym ujawnita 6 biatek o masie 36,
59, 63, 72, 103 1 175 kDa. Udowodniono réwniez, iz
proteolityczne biatka btonowe (16, 20, 66, 82, 108,
i 120 kDa) réznig si¢ od ekskrecyjno-sekrecyjnych.
W wyniku dalszych analiz zidentyfikowano trzy
biatka ES. Dwa z nich to proteinazy cysteinowe
o masie 59 kDa i 63 kDa. Ich funkcja biologiczna nie
jest jeszcze poznana, ale przypuszcza si¢, ze moga
bra¢ udzial w mechanizmie réznicowania pasozyta
Iub moga by¢ odpowiedzialne za zmiany sluzéwki
jelita cienkiego. Prawdopodobnie bialtka te zwigzane
sq z procesem ekscystacji. Paget i James [14] suge-
ruja, ze omawiane enzymy mogg ulatwia¢ porusza-
nie si¢ pasozyta przez nablonek jelita. Jimenez
i wsp. [13] stwierdzili réwniez obecnos¢ metalopro-
teazy o masie 36 kDa. Przypuszczali oni, ze jest to
metaloproteaza cynkowa. Nie wykryli natomiast
proteaz serynowych i asparaginianowych.

Kolejne etapy badar skupity si¢ na identyfikacji
i charakterystyce bialka ESP (excretory-secretory
product) o masie 58 kDa uzyskanego z podioza
TYI-S-33, w ktéorym hodowany byt pasozyt [3].
Proteina ta okazata si¢ odporna na wysokg tempera-
tur¢ (denaturacja powyzej 80°C) i wrazliwa na pro-
teazy (trypsyne, pepsyne i pronaze). Wykazuje ona
wlasciwosci hemolityczne. Z analiz wynika, ze ESP
jest glikoproteing [15], ktorej N-terminalny koniec
ma nastgpujacg sekwencje aminokwasowa: AD-
FVPQVST [3]. Przeprowadzono takze badania pod
katem toksycznosci. Wynika z nich, ze ESP jest
biatkiem toksycznym, wchodzacym w reakcje krzy-
zowe z podjednostka toksyny cholery. Nie wywola-
o ono jednak zmian histologicznych u myszy, ale
wywotywato zmiany morfologiczne w komérkach
Hep-2 [3]. Bialko to znajduje si¢ gtéwnie na po-
wierzchni trofozoitéw. Prawdopodobnie po zsynte-
tyzowaniu w cytoplazmie trafia na powierzchni¢
btony komoérkowej pasozyta, a w koncu zostaje
uwolnione jako ESP [15].

Bialka biorace udzial w procesie
encystacji

Mechanizm formowania si¢ Sciany cysty Giar-
dia nie jest jeszcze doktadnie poznany. Wiadomo,
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Rys. 1. Por6wnanie sekwencji biatek CWP1, CWP2 I CWP3 metoda Corpeta [26]
Fig. 1. The comparison of the sequence of CWP1, CWP2 and CWP3 proteins with the Corpet’s method [26]

ze zmiany zachodzace w trofozoicie prowadzg do
syntezy i uwalniania wydzielniczych komponentéw
wchodzacych w sktad Sciany cysty. Do tego typu
produktéw naleza biatka CWP 1, CWP2 i CWP3
(cyst wall protein). Geny cwpl, cwp2 i cwp3 koduja
biatka o masie odpowiednio 26, 39 i 27,3 kDa, kie-
rowane na szlak sekrecyjny przez N-koficowy pep-
tyd sygnalny. Biatka te majg pojedyncze miejsce gli-
kozylacji. Wszystkie 14 cystein wystepujacych
w biatku CWP3 znajduje si¢ w tym samym miejscu
co w biatlkach CWP1 i CWP2. Obydwa te biatka
(CWP1 i CWP2) majg jeszcze dodatkowo po kilka
cystein, z czego tylko 2 znajdujg si¢ w miejscach
konserwatywnych. CWP1 i CWP2 posiadaja 5 re-
gionéw bogatych w leucyng (LRR — leucine-rich re-
peats), natomiast CWP3 ma tylko 4 kompletne re-
giony tego typu. Kazdy z regionéw LRR sktada si¢
23-24 aminokwaséw, z czego 7 to aminokwasy hy-
drofobowe. Piaty region LRR biatka CWP3 jest nie-
kompletny, z tylko trzema miejscami hydrofobowy-
mi. W zwiazku z ta rozbieznoscia, biatko to wykazu-
je odpowiednio 34 i 36% podobieristwo do CWP1
i CWP2 w obregbie LRR. Pomimo tych réznic biatka
CWPs s3 podobne do siebie w 61% w komplemen-
tarnych regionach bogatych w cysteine i regionach
LRRs (Rys.1) [16, 17, 18].

Obecnos¢ regionéw bogatych w leucyne (LRRs)

sugeruje, ze biatka te sg skladnikiem Sciany cysty.
Motywy LRRs wystepujace w CWPs sg charaktery-
styczne dla powierzchniowych biatek adhezyjnych
[16, 17, 18]. Sekwencje LRR obecne w tych bial-
kach sg zblizone do sekwencji obecnych w roslin-
nych biatkach srédbtonowych [17, 19, 20, 21, 22,
23, 24].

Biatka CWPs w trofozoitach znajduja si¢ na gra-
nicy btony komérkowej w ESVs (encystation secre-
tory vesicles). Po przeprowadzeniu szeregu analiz
okazato si¢, ze CWP1 i CWP2 tworzg stabilny kom-
pleks o masie 65 kDa natomiast CWP3 wystepuje
samodzielnie. Biatka te zakotwiczajg si¢ w Scianie
cysty po skierowaniu ich na szlak sekrecyjny pod-
czas procesu encystacji. Badania sugeruja, ze kom-
pleks CWP1-CWP2 w bardzo istotny sposéb stabi-
lizuje Sciang cysty [16, 17, 18].

Wykorzystujac analize delecyjng stwierdzono,
ze peptyd sygnalny i LRR sg konieczne do kierowa-
nia biatek do ESV a potem do sciany cysty. Po usu-
nieciu C-terminalnego odcinka, biatka prawidlowo
gromadzity si¢ w ESV, ale nie zakotwiczaly si¢
w Scianie cysty. Natomiast usuni¢cie 44 aminokwa-
sOw pomigdzy peptydem sygnalnym a regionem
LRR powodowalo 50% zmniejszenie liczby ko-
morek z biatkami CWP kierowanych do ESV i scia-

ny cysty [18].
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Ekspresja CWPs utrzymuje si¢ w trofozoicie na
niskim poziomie, dopiero tuz przed encystacjg ilos¢
produktéw genéw CWPs zwigksza si¢ 100-krotnie.
Biatka te przechodza w czasie encystacji znaczne
modyfikacje potranslacyjne. Sg to: wytwarzanie
mostkéw dwusiarczkowych, proteolityczne prze-
twarzanie peptydu sygnalowego oraz oderwanie C-
terminalnego korica o masie 13 kDa w przypadku
biatka CWP2 [17].

Kolejnym waznym biatkiem wydzielniczym,
bioragcym takze udziat w encystacji, jest biatko wia-
zace wapn gGSP (Giardia Granule-Specific Prote-
in). Gen gGSP koduje biatko o masie 54 kDa (480
aminokwaséw). Tak, jak w przypadku wigkszosci
genéw G. duodenalis, okazalo si¢, ze nie zawiera on
intronéw. Hydrofobowy N-terminalny odcinek ko-
duje najprawdopodobniej peptyd sygnalny kieruja-
cy biatko na szlak sekrecyjny, jak ma to miejsce
u wyzszych eukariontéw. C-terminalna domena bo-
gata w Asp/Glu jest homologiczna do domeny bia-
tek wiazacych jony wapnia typu kalsekwestryn, co
sugeruje, Ze jest ona odpowiedzialna za wigzanie te-
go pierwiastka. Analizowana sekwencja aminokwa-
sowa gGSP zawiera rowniez region bogaty w ami-
nokwasy zasadowe (RRLRLVPQRKSRRRID-
KRKR). Interesujace jest to, ze u wyzszych eukario-
tow sekwencja taka stanowi cel dla enzyméw prote-
olitycznych znajdujacych si¢ w aparatach Golgiego
[25].

Podobnie jak w przypadku bialek CWPs, réw-
niez w przypadku biatka gGSP jego ilo$¢ znacznie
wzrasta w czasie procesu encystacji. Wzrost ekspre-
sji analizowanego biatka obserwowany podczas en-
cystacji regulowany jest najprawdopodobniej na po-
ziomie transkrypcji lub podyktowany jest stabilno-
scig i trwaloscig mRNA [25].

Inhibicja ekspresji biatka gGSP nie powoduje za-
burzeri w formowaniu si¢ i podziatach trofozoitow.
Nie wstrzymuje wytwarzania biatek CWPs, tworze-
nia si¢ ich stabilnych komplekséw i gromadzenia
si¢ w ESVs. Hamuje natomiast catkowicie formo-
wanie si¢ cyst przez zahamowanie wydzielania si¢
CWPs do sciany cysty [25].

Poznanie wyzej oméwionych bialek wydzielni-
czych Giardia duodenalis umozliwilo czgsciowe
poznanie procesu encystacji, dzigki ktéremu pier-
wotniak moze przetrwa¢ w niekorzystnych warun-
kach srodowiska. Aby lepiej poznac ten skompliko-
wany proces konieczne sa dalsze analizy bioche-
miczne bialek bioragcych w nim udzial, okreslenie
ich lokalizacji i szlakow metabolicznych, w ktérych
uczestnicza.
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