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2SAMENVATTING

ACHTERGROND

Afrikaanse trypanosomiagdjn verwaarloosde tropische ziektes die armoede handhaven door hun impact
op zowel de volksgezondheid als de landbouwproductie. Door hun lage prevalentie en de toxiciteit van de
behandeling, is er nood aan eenvoudige, snelle en accurate individueieé&stsgere gevoeligheid en
specificiteit dan de bestaande tests.

Humane Afrikaanse slaapziekte (HAT) of slaapziekte is een parasitaire ziekte veroorzaakt door twee
geografisch gescheidegypanoso(iabrucdb.)ondersoorterT.b. gambiensaorzaakt vooral chronische

infecties in Wesen Centraahfrika, terwijl de meer acUtd. rhodesiémeeies endemisch zijn in oostelijk

en zuidelijk Afrika. De ziekte wordt overgebracht door tseetsee@iegsimgpecies) en komt daardoor

erkel voor in subaharisch Afrika, het verspreidingsgebied waattbe

In tegenstelling tot HAWordt surra, een infectieziekézoorzaakt door de protozogmaasiel. evansi
mechanisch overgebracht via bijtende inseCédrar(idaen Stomoxyspeies) of vampiervlieermuizen.
Daardoor komt deze ziekte ook voor buiten Afrilamelijkin het MidderOosten, Azié en Zuiden
Centra-Amerika met zelfs sporadische uitbraken in EuXaat de wereldwijde verspraidin de snelle
uitbreidingdoor de erplaatsing en de verkoop van veestamdt de ziekteen breed spectrum wilde en
gedomesticeerde diererhetiveroorzaakt grotiinanciéle schade

Momenteel wordt deerodiagnose voor sutitggevoerd viaendirectekaaragglutinatietest, nameliji
diagnostische snelteSBATT/T. evansDeze antistofdetectietastaakt gebruik van dgevriesdroogde
bloedstroomerm van de trypansoogeisoleerdiit geinfecteerde ratten die petdominant variant
oppervlakte glycoproteine (VI®Tat 1.2p hun oppevlakte tot expressie brengelaar de productie
hiervan is tijdrovend, moeilijk te standaardiseren, duur en vereist het gebruik van pBuefdietiem is
er een hoog bioveiligheidsrisico voor het pers@oeehamelijk bij HAT).

Recent is er eereniwe diagnostische test ontwikkeld, de Surr&-Serd, op basis van een recombinant
RoTat 1.2 aangemaakiPichia pastofiet is een individuele immucloromabgrafsche test (ICT) met
een laterale flow voor de detectie van specifieke antilichaemehetegredominante RoTat 1.2 VSG in
het bloed van zoogdieréRogé S. , 2015)

METHODEN EN RESEBNTAT

In deze bachelorproef wdtdishmania tarentgheuikt als eukaryote gastheer in plaadevgistPichia
pastoriwoor de expressigan de recombinante antigenBeze parast heeftvolgende voordelen:
eukayotische proteinesynthese voor de correcte vouavirgwitterbezit hevolledige gamma aan post
translationele aanpassindegeopbrengst van het recombite eiwit en secretie vhat eiwit in het
supernatans waklangrijk is voor deereenvoudiging van de etwivering. Bovendien s tarentolae
makkelijk te manipuleren en goedkoop in cultuur te houden.

Om het RoTat 1.2 VSG tot expressie te brengaehewve vijf constructen van verschillende lengte en
epitopen gesdteerd. De sequenties werdemtggieerd in de pLEXShYyg expressie vector en

getransformeerd ndarcoliEens de constructen gevesfd werden via DNA sequencing vietdrentolae
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getransfecteerd. Het secretoom van de getransfecteerde klonken taemtolagerd vervolgens
geanalyseerd via SBAGE en immunostaining. Hieruit bleek dat bij één construct alle klonen een
aantoonbare expressie vertoonden na immunostaining. taigekenconstruct bleek slechts één van de

drie klonen een aantoonbaar eiwit te produceren. De klonen van drie andere constructen gaven geen
aantoonbaar resultaat.

CONLUSIES EN BETEKENIS

Het construct, dat bestaat uit het volledigiwinaal gedeelte aet RoTat 1.2 VSG, blijkt tekpressie

te komen irhet secretoom vareishmania tarentoldet is bovendien gelijkaardig in sequentie als het
construct dat ifPichia pasta®ds succesvol tot expressie kwéoaraleer dit antigen in een nieuwe
diagnatische sneltest voor surra kan worden geincorporeerd zijn er echter nog vele verdere stappen in het
proces nodig.
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3ABSTRACT

BACKGROUND

African trypanosomiasis are neglected tropiealsdis that caugess/erty through their impact on both

public health and agricultural productue to theidow prevalence and the toxicity of the treatment,
there is dighneed for simple, fast and accurate individual tests with higher sensitivity and specificity than
the existing tests.

Human African trypanosomiasis (HAT) or sleeping sickness is a parasitic disease caused by two
geographically separategoanoso(iigbrucéb.subspecie$.b. gambiecaseses mainly chronic infections

in Western and Central i&f, whilehe more acutd'.b. rhodesignfertions are endemic in eastern and
southern Africa. The disease is transmitted by tsetg@lfiEsrépecies) and occurs therefore only in sub
Saharan Africa, the distributemeaof the vector.

Unlike HAT is surra, an infectious disease caused by the protozoan Parstgsimechanically
transmitted by biting insectabanidamdStomoxgpecies) or vampire bdish er ef or e, t he di s
occureonly in Africa but also the Middle East, Asiand South and Central America with even sporadic
outbreaks in Europ&he movement of livestock and animal trade easily intrddevessito new areas.

Beside the widespredistribution surraaffectsa largespectrumof wild anddomesticated anitsaand
causemajor economidamage

Currently, the sedeagnosis for surra erfomedvia a directardagglutination test, naméhe rapid
diagnostic test CATT/. evansi his antibody detection test makes uselyaiphilisethloodstreanform

of the trypansomesolated from infected rats expressing Tthevangiredominant variant surface
glycoprotein (VSGRoTat 1.2 on their surfaddoweverthe production of this tegt timeconsuming,
difficult to standardisexpensive and requires the usabmiratory animals. Moreover, there is a high risk
of infection of the laboratoryctenician (especially 1dAT).

Recently, a new diagnostic text been developatie Surra SeigSet wherein the native antigien
replacedy a recombinant RoTat 1eXpresseth the yeasPichia gstoridt is an individual immuno
chromatic test (ICT) having a lateral flow for the detection of specific estdgminst the predominant
RoTatl.2 VSG in the blood of mammd#Rogé S. , 2015)

METHODS AND RESULTS

In this bachelor thesis we uteishmania tarentdareukaryotic hogor the expression of recombinant
antigensnstead othe yeasPichia pastofi$is parasite has the following advantages: eukaryotic protein
synthesis fathe correct folding of proteins, full range of i@sislational wdificationshigh yield of the
recombinant protein and secretion of the protein in the supernatant that is important for the purification.
MoreoveyL. tarentoléeeasy to manipulate aitetap taulture.

To express the RoTat 1.2 ®Swé vselected five constructs of different lengths and epitopes. The
sequences were integrated into the pLEX§@Yexpression vector and transformediEntmoliOnce the
constrcts were verified by DNA sequencindarentolagas transfected. The secretome of the transfected
clones of.. tarentolaas analyzed via SPAGE and immunostainingll clonesf one construct showed
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adetectablexpression after immunostainilgasecond construanly oneof threeclones producka
detectable proteiheclones of the three other constrigttewed no reaction

CONCLUSIONS ANDRIEAWCE

The construct, which coats of the complete-iérminusof the RTatl.2 VSG, is foundtbe expressed

in the secretome akishmania tarentdlaie construct ialso similar in geence as the construct that has
alreadypeensuccessfully expresse®ichia pastoHswevey before this antigen can be incorporated into
a new diagnostiapidtest for surrahere are still many further steps required in the process.
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4INLEIDING EN PROBILEM

Afrikaanse trypanosomiasen zijn verwaarloosde tropische ziektes die armoede handhaven door hun impact
op zowel de volksgezondheid als de landbouwproductie. Door hun lage prevalentie en de toxiciteit van de
behandeling, is er nood aan eenvoudige, snatleugate individuele tests met een hogere gevoeligheid en
specificiteit dan de bestaande tests.

Humane Afrikaanse slaapziekte (HAT) of slaapziekte is een parasitaire ziekte veroorzaakt door twee
geografisch gescheidegypanoso(igbrucdb.)ondersorten.T.b. gambievs@orzaakt vooral chronische

infecties in Wesen Centraahfrika, terwijl de meer acuid. rhodesiemgeties endemisch zijn in oostelijk

en zuidelijk Afrika. De ziekte wordt overgebracht door tseetsee@iegsimgpeciesen komt daardoor

enkel voor in suBaharisch Afrika, het verspreidingsgebied van de vector.

In tegenstelling tot HAT wordt surra, een infectieziekte veroorzaakt door de protozoair€. paasset
mechanisch overgebracht via bijtende inseEamiflaeen Stomoxyaspecies) of vampiervlieermuizen.
Daardoor komt deze ziekte ook voor buiten Afrika, namelijk in het NOdd&m, Azié en Zuicen
CentraaAmerika met zelfs sporadische uitbraken in Europa. Naast de wereldwijde verspreiding en de snelle
uitbreiding (door de verplaatsing en de verkoop van veestapel), treft de ziekte een breed spectrum wilde en
gedomesticeerde dieren en het veroorzaakt grote financiéle schade.

Momenteel wordt de serodiagnose voor surra uitgevoerd via een directe tkaatitiggtu namelijk de
diagnostische sneltest CATT/evansDeze antistofdetectietest maakt gebruik van de gevriesdroogde
bloedstroomvorm van de trypansoom geisoleerd uit geinfecteerde ratten die het predominant variant
oppervlakte glycoproteine (VS®&Tat 1.2 op hun oppervlakte tot expressie brengen. Maar de productie
hiervan is tijdrovend, moeilijk te standaardiseren, duur en vereist het gebruik van pBuefelietemn is

er een hoog bioveiligheidsrisico voor het persoeehamelijk bij HAT).

Recent is er een nieuwe diagnostische test ontwikkeld, de SkHBeTeimp basis van een recombinant
RoTat 1.2 aangemaakiPichia pastofiet is een individuele immucliromabgrafsche test (ICT) met

een laterale flow voor de detectie van sgaxifintilichamen tegen het predominante RoTat 1.2 VSG in
het bloed van zoogdieréRogé S. , 2015)

Het doel van deze bachelorproef is het uittesten van de heterologe expressigywmmdsima evansi
RoTat 1.2 variable oppkikte eiwit irde eukaryodteishmania tareniolpaats van de gRichia Pastoris
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S THEORIELITERATUURONDERZOEK
5.1 SURRA

5.1.1 INLEIDING

Trypanosomen zigéncelliggeflagelleerde parasieten die zowel in mens als in dier ernstige ziekten kunnen
veroorzaken. Er bestaan twee secties in de indeling van trypanosomen, Stercoraria en Salivaria, die gebaseel
zijn op hun levenscyclus iletoren in het zoogdiefrypanzoois één van de subgenussen van de sectie
Salivaria, waarbij de parasiet zich ontwikkelt in het voorste deel van het spijsverteviengslieaetlr

en bevat drie soorten: brucei, T. equiperdum en Tza&véigaur 1).T. brucevordt overgedragen door
tseetsadiegen Glossingpecies) en het bevat drie ondersooftehrucei rhodes@m$ebrucei gambiense
veroorzaken respectievelijk acute en chronische humane Afrikaanse slaapaiekicoruomioorzaakt

nagana inee en wilde diereh. equiperdweroorzaakt de seksueel overdraagbare ziekte dourine en wordt
voornamelijk aangetroffen in paardErevan&omt voor in wilde dieren, vee en huisdieren en veroorzaakt

de ziekte surra, wetlndikch.inttegendteiling Btbraabiebbedr. equeperdukne nt i
enT. evansien gedeeltelijk of compldtdetie van kinetoplastisch DNA, waardoor ze geen levenscyclus in

de tsetseevlieg ondergaaii. evansiordtverspreidioor bijtende insecteif ébamiaeen Stomoxgpecies)

en vampiervleermuize(Baral, 201qPesquesnes, et al., 2QCA%en, 198§Stephen, 1986)

Phylum Protozoa

Order Kinetoplastida
Suborder Trypanosomatina
Trypanosomatidac
Irypanosoma
I |

T

Family

Genus

I T T T 1

Subgenus [Herpetosoma| Mega- Schizo- || Duttonella | Nannomonas [ Trypanozoon [Pycnomonas
trypanum [trypanum

Species T. theleri T. rangeli | T. cruzi T. vivax T. congoleuse |T. equiperdum| T. suis
T. lewisi T uniforme| T. simiae T. evansi
T. musculi T. godfreyi T. brucei
fb l)rll((‘i
Subspecies Stercoraria Salivaria T.b. rhodesiense

T.b. gambiense

Figuur 1 Classificatie vdtrotozogBaral, 2010)

T. evangs voor het eerst gevonden in paarden en kamelen door Griffith Evans in 1880Sndsdian

wordt de parasigetroffen in NooreAfrika, het Mdden-Oosten,Azié en LatijnsAmerika. Maarak in

Spanje en Frankrijk zijn er onlangs dieren gediagnosticeerd geweest met de ziekte sBirra (figuur
(Desquesnes, et al., 2q83¢phen, 1986)
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Figuur 2. Geografisch verspreiding VaevangDesquesnes, et al., 2013)

Door het breed en divers gastheerbereik vamanstijn mechnische transmissia de verplaatsing en
verkoop van veestalkrijgt de ziekte kans om zich snel wereldwijd te verspgideialt tot aanzienlijk
groteeconomischechade&loor een hogmortaliteit lage melken vileesproductie, slechte karkaskwaliteit,
verminderde reproductiviteiterlaagderekkracht, slechte mestproductie en immunosuppresie in vee.
(Rogé S. , 2015)

5.1.2 MORFOLOGIE

T. evansin hetzoogdier, is monomorfisch en komt bijna alleen maar voor als lange, slanke vorm
(trypomastigoot) van ongeveer 15 jar3@ie niet te onderscheiden wvalh de slanke en intermediaire
vormen varT. brucdiie figuur 4)Dit wil zeggen dat de parasletvolgende kenmerken heeft: een vrij
bewvegende flagel, een subtermikialetoplast, een goed ontwikkeld en golvend raamben een smal

en uitgerekt uiteinde (figuur @Jaudlin, Holmes, & Miles, 2004)

Undulating membrane

Parabasal body

Free flagellum

l

Volutin granules

Kinetoplast
Pellicle

Nucleus

4———————— Flagellar thread

Section through trypanosome

atA-A Cytoplasm

=y 4—n~Pellicle

Nucleus
Figuur 3. Basis morfologievan een trypanosoonillustratie van de fundamentekenmerken in bloedstroomrm
(trypomastigootjfao, sd)
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PLATE II (% 1800),

a, b. Trypanosoma (Pycnomonas) suis from pig (Original); ¢, d, ¢. Trypanosoma (Trypanozoon)
brvicei brieei from cattle: slender, intermediate and stumpy forms (After Bruce et al. 1911); £5. T.
(T-) b. gambiense (vax. rhodesiense) from man: slender (£}, intermediate (g) and stumpy forms (h =
typical, i = posteronuclear, j = ‘hippo-headed’) (After Hoare 1949, Bruce et al. 1914); k-o. T.
(T2) b. gambicuse (var. gambiense) from monkey: slender (k, 1), intermediate (m, n) and stumpy
(o) forms (After Bruce et al. 1912 and Origmal); p, q. T. (T.) evansi from various mammals:
slender and intermediate forms (After Bruce 1911); r,s. T. (T.) evansi (var. equinun) from
experimentally infected mouse (Original); t, u. T.(T.) equiperdum from experimentally infected
rodents (After Blacklock & Yorke 1913).

Figuur 4: Weergave van verschillende vormen trypanosomen

5.1.3 KLINISCHE SYMPTOMEN

Wat opvalt aan de pathologische effectefl vewanss dat er een grotiversigitisin intensiteit van de
symptomen afhankelijk van de geografieredevaoort gastheer, waasbiinmige soorten geen of weinig
symptomen ertonenen andere soorten juist zaggesproken symptomen vertoiiPesquesnes, at.,

2013) Bij paardachtigen, kameelachtigetierbuffels en honden is de ziekte het meest uitgesproken, bij
vee is het matig en bij varkens, ezels, schapen en geiten is het mild of Zelfsatisghfplaudlin,
Holmes, & Mes, 2004)De klassieke symptomen zijn koorts, anemaies van eetlust, gewicht en
productivitei neurologische symptomabprtus, cachexie en ten slotte dood. Ageinfecteerde dieren

overlijden vrij snel maar chronische infecties kunngraaejaaaanhouder(Birhanu H, 2015Eyob &
Matios, 2013)
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5.2VARIABELE OPPERNIGARTCOPROTEINEN

De bloedstrooworm vande Afrikaanse trypanosodeziteen denseppervialkaanvariabed oppervlae
glycoproteinen (VS¥r Deze glycoproteinen komen voor als identieke dimeren die in overvioed aanwezig
zijnop de gehele oppervlakte, inclugpefe flagelen om de zoveel tijd wordegrvangen door een andere
typeVSG. Deze verandering is afhankebjk het soorvariabel antigeen typeVAT dat tot expressie

wordt gebracht. Er wordt steeds maar één VAT tegelijkertijd tot expressie gebracht en er is dus ook altijd
maar één soort VSG aanwezig op de oppervlakte.

Omdat de trypanosoom een extragétlpbrasiet is wordt deze voortdurend blootgesteld aan antilichamen
van de gastheer. De VSGOds hebben de functie dit
t wee del en: het beschermen van de ierzorgem Vvoarbel e ¢
voedselopname, signalering en structurele integritgityiggenvan het humorale immuunsystestar

constant te veranderen van VSG.

Op een bepaald moment in de gastheer A @Y% van de parasieten dieelfde VSG, en dus hetzelfde

VAT, bezitten. Hiertegen worden er antilichamen geprodateeespons van de gastheer waadeaer
trypanosomen worden vernietigd. Maar, de overgebleven 0,1% bevatten een andere type VSG en zullen dus
niet worden vernietigd. Deze trypanosoom kanrblijeken en zorgt ervoor dat de infectie behouden

wordt. Op een bepaald moment zal dit zorgen voor een nieuwe piek waartegen het immuunrespons weeral
op zal reageren enzovoort. Dit proces leidt tot verschillende pieken of golven van parasitemier;, typisch voo
trypanosomiasi€nwordt antigenische variatie genogiigdur 9). (Rogé S. , 2018 chwede, Macleod,
MacGregor, & Carrington, 2015)

Aantal parasieten
NE3AIU Weeydl|jiuy

.
Tijd (weken)
Infectie
Figuur 5: Antigenischeariatie zorgt voor golven van parasitemie

VSGds komen voor al s h dignar@len imEen \éSeEmonomeelr lsevatveeneNr g e v e n
terminaal domein van ongeveer 350 a 400 aminozuren en €én détwé@sa@ domeinen van ongeveer

20 a 4@minoaren elks. Het Nerminaal domein, wat detigenischeariatie veroorzaakt, is hypervariabel

en bevaeen veelvoud aapitopenHet Gterminaal gedeelte is vastgebonden aan eami&Idie de

binding vormt tussen het VSG en het plasmamembteb@:terminaal domein is minder variabel en

minde bereikbaar voor antilicham{@guur 7) (Schwede, Macleod, MacGregor, & Carrington, 2015)
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N-terminal domains — 90

C-terminal domains

5.9nm : : 6.0 nm

Figuur 6: Model van de structuur van VSG221 (MiTat 1.2). Hier is een homodimeer weergegeven wenbinzen dedeelte
in blauw is aangeduid en het andere in grjis-tErenhale delen zijn aangeduid in het purper engelimkte oligosaccharide in
het Nterminaal deel is weergegeven het (S8etiwede, Macleod, MacGregor, & Carrington, 2015)

Figur . Dense oppervlakte van VSGG&s op het pl asnzesosteddeelaan en
van het Nterminaal domein is in het rood aangeduid en-teeiithaal domein in het paars. Eén lichte keten en één zware keten
van het IgG is aangeduid in het gr¢@ohwede, Macleod, MacGregor, & Carrington) 2015

El k domein bevat een onafhankelijk geconservee:
di stributie van cystepner esi du d-srminaderddmeinen eB VS G0 s
en C) en zes types varte@minale domeinen (it 6). Type 2, 4 en 5 bevatten één domein en vier

cystepuyneresiduds, type 1, 3 en 6 bevatten twee d

Een ander kenmer k van \-@witersen integrad enemiproanaivitbeyss at i e .
VSGOs, b ewebbdpaakelen plaatgen vertakte suikerkdpmsttranslationeel progedeze
oligosacchariden worden na translatie ireh@bplasmatisch reticuluman het proteine geplakt. De
glycolysatie start in het ER en wordt voortgezet wanneer het eiwit naayHagp@ralatvordt geleidN-

gelinkte oligosachariden worden aan het aminozuur asparagine (N) geplakt eXa/megtdtroon te

herkennen (X: een bepaald aminozuur; S: serine; T: threonine).
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He't i s gebleken dat sommi gek géifetidgesle gastheek. ®ezd VAW o r d e
wordt het predominante antgegenoemen creéert een vrij universeel humoraal respons bij de gastheer.

Dit antigeenis dus ideaal om te gebruiken voor diagnostische vesdeinij antilichamen worden
gedetecteerdij T. evansvordt dit predominante VSRoTat 1.ZyenoemdVerloo, Magnus, & Buscher,

2001) De kenmerken zijn weergegevenliell.

Tabel 1 Kenmerken van het predominante RoTatScBwede, Macleod, MacGregor, & Carrington, 2015)

Kenmerk RoTat 1.2
Type Nterminaal domein A

Type Gterminaal domein 2

Lengte van totale VSG 449 AZ
kDavan totale VSG 47,6
Lengte van het{ierminaal domein 385 AZ
Lengte van het-@rminaal domein 64 AZ
Aantal NX-S/T 1

Plaats van M-S/T AZ 445
Afstand van NX-S/T van Gterminus -4

Het VSG wordvertaaldnet een signaalpeptide aan hegrishinaal domein en met een sequentie aan het
C-terminaal domein dat zorgt voor toevoeging van hea@der. De signaalpeptide zorgt ervoor dat de
polypeptide wordt geleid naar het endoplasmatisch reticulum, waamtie sequéet GRanker wordt
vertaalchaar een pr&Pl-anker.
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5.3DIAGNOSE VANRRA

Parasitologische technieken zoals de Giemsa kleuring op een bloeduitstrijkje of een dikdruppel en de
microhaematocriet centrifugatietechniek (mHCT), worden vaak gebruikt voor de diagnose van surra. Maar
hun gevoeligheiis laagals gevolg van de fluctuateren vaak lag@ncentratie aan parasieten in bloed
(parasitemieidierdoor isleserodiagnos&an surragebaseerd op de detectie van de specifieke antilichamen
tegenT. evansi

Het volledig oppervlakte van de trypanosoom, waaronder ook de flagelyibestaatense laag van

dimeren van één type VSG. Deze \f&htel veroorzaakt een snelle en sterke humoraal immuunrespons
waarbij IgG en IgMantilichamen in hoge concentratiesvaaig zijn en specifiek gericht zijn tegen het

VSG van de parasiet dat op dat momengxptessie gebracht is. Studies antgenischeariatie bij
trypanosomen laten blijken dat bijna alle geinfecteerde gastheren antilichamen hebben tegen het
predomimant variant antigeentype. Het zijn deze antilichamen, gericht tegen het predominante VAT, die
gebruikt kunnen worden voor het indirect bewijzen van een trypanosoominfectie. Er bestaan diagnostische
sneltesten die gebruikt wordt op het veld, zoals bv. @&-€%t, en laboratoriumtestenals de
immuuntrypanolyse die vanwege hun hoge gevoeligheid en specificiteit gebruikt worden als
referentietestRogé S. , 2015)

5.3.1 CATTI. evansi/

De kaartagglutinatietest voor surra is een directe agglutinigee. 4 4 4B /
gebaseerd op de detectie van specifieke antilichamen in het bIoe«O;’ ‘\.ﬁ‘\.);‘g‘,’ Q
gastheer tegem. evansHet CATTantigeen bestaat uit gefixeer g R R
gekleurde en gelyofiliseebtiedstroomvormen van evangjezuiverd " . LA

uit het bloed van proefdieren, die het predominant variant antigegiguir 8 Voorbeeldan de CATT
RoTat 1.2 tot expressie brengen. Indien er antilichamen tegetest

suspensie aanwezig zijn zal er, na mengen van bloed of serum met-hatiG&en[ agglutinatie ontstaan.

5.3.2 LATEXI. evansi

De productie van de CATi€sten vereisen infectie van proefdieren met \
specifieke trypanosomen. In plaats van de parasiet teegedimulket antigeel
te presenteren, wordt bij deze agglutinatietest het gezuiverde antigeen
partikels gekoppeld. Zowel natieve als recombinanten antigenen kunner

gekoppeld worden. Figuur 9: Voorbeeld van de
LATEX-test

Pagina |15



0‘ 3 BMLT

erasmus Manon Geerts

HOGESCHOOL BRUSSEL

5.3.3 ELISAT. evansi

De enzymgekoppelde immunosorbent assay is een strikt gestandaardi

Substrate
gekwalificeerde laboratoriumtest waanielj alleen antilichamen lioed L)
gedetecteerd kunnen worden maar ook irksgleen cerebrospinaal vocl ~ Secondary
Het ziektegespecificeerde antigeen is bedekt op een microtiterplaat w Ac?'n’iﬂ?ﬂ:“e

antibody
Ongebonden antilichamen worden weggewassen en hetspeedieke
anttlgG enzymeconjugaat wibtoegevoegd. Na een tweede wasbeurt wc
het substraat en de chromogeenoplossing toegevoegd. Indien er trypai

specifieke antilichamen aanwezig zijn zal er een kleurreactie ontstaanFiguur 10 Schematische
weergave van ELISA

reageert met specifieke antilichadiereventueeanwezigijn in het staal. Prima%

Indirect Assay

Vanwege het tijdrovend proces dmnood aan een volledig vaerz laboratorium wordt ELISA
voornamelijk gebruikt om het diagnostisch potentieel van een nieuw antigeen, natief of recombinant, te
bevestigen.

5.3.4 IMMUUNTRYPANOLYSE

Immuuntrypanolyse is een zeer specifiegel@vdaboratoriumtest die gebruikt wordt als referentietest.
Immuuntrypanolyse maakt gebruik van levende infectieuze parasieten die worden opgekweekt in muizen en
ratten. Deze bloedstroomvormen wordt gekweekt en dan verdund in caviaserum, dat rijk israantcompl

Indien het serum van de gastheer de specifieke antilichamen bevat, zullen deze binden aan de trypanosomer
waardoor het complementsysteem wordt geactiveerd. Dit resulteert in lyse van de trypanosmen.

5.3.5 IMMUNOCHROMATOGRAFIE

chromabgrafsche test (ICT) met een laterale fl
voor de detectie van specifieke antilichamen tege
RoTat 1.2 VSG in het bloed van zoogdieren. De
gebruikt een fragment van het RoTat 1.2 V
geproduceerd als recombinant antigeen igisde

Pichia pastoris s M

Positive  Negative Invalid

Read

Figuur 11 HAT SerdK-SeT dat hetzelfde principe heeft
Surra Ser-SeT

Deze test is individueel, goedkoop, snel, accuraat, ethisch (er zijn geen proefdieren nodig) en kan worden
gebruikt voor eender Wwelgastheer zonder gastbpecifieke conjugaten.

Pagina |16



0‘ 3 BMLT

erasmus Manon Geerts

HOGESCHOOL BRUSSEL

5.4 Leishmania tarentolae

L. tarentolé®e een protozoonit de orde van dérypanosomatitaeen parasiet van de gekkoentolae
annularifRecent werd deze cellijn gecommersialiatardnnieuw eukaryotisch expressiesysteem voor
productie van recombinante proteiflama BiosciencgBreitling, et al., 2002)

Prokaryotische expressiesystemen Eoalslen gisten zoaR. pastofiebben een gebrek aan bepaalde
componentedienodigzijnvoor eiwisynthese etwwvouwing emposttranslationelmodificatiedietoegepast
wordenin eukaryotenAlternatieve eukaryotische systergebaseerd op zoogdiercellen of insectcellen,
vereisen dan weer lange ontwikkelingscycli en leveren een lage proteinenopbrengsischnideia
Expressie SYsem pLEXSY is zodanig ontwikkelat de ekaryotische proteinensynthgeeombineerd

wordt meteenvoud en gebruiksgenesikhierdoor een interessante gastheer is voor heterologe expressie
van eiwitten vam. evangBreitling, et al., 2002)

Galactose
Mannose

Fucose
+3rd +4th

anfénie N-acetylneuraminic acid

EDeOO

N-acetylglucosamine

Yeast Insect cells Polypeptide

e.g. Pichia e.g. 5f9/21

Mammalian
cells

() partial modification

Figuur 12 N-glycolyserirgatronen van proteinen in verschillende expressiesyd@asikn& Peticca, 2009)

De Leishmareapressisysteem LEXSXit van Jena Bioscience biedt twee systemen aan: het constitutieve
systeem emetinduceerbaar systeeimdeze bachelorprogiordt het constitutieve vivh EXSY-systeem
toegepast met g EXSY-hy?-vectordat toelaat om efficiént een groot aaataimbinanteroteinen te
produceren. Het is gebaseerd op integratie in het chromossioaat coderendoor de tandem 18S
rRNA-genen. Integratie gebeurd a.d.h.v. homologe recombinatie na linearisatie van dectaprestsie
Swalfiguurl3eni4).

utr utr utr
Linearised

RNA pol | expression plasmid

e UL
S s s o —@___m@---)- rRNA locus

Figuur 13 Integratie van pLEXSY in de kleine subeenheitietaribosomaal RNA (ssu)
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Swal (9125)

pLEXSY-hyg2

9133 bp

Spel (4573)

Figuur 14 pLEXS¥hyg2: UTR1, UTR2 en UBRijn geoptimaliseerde, nanslerende, gdiankerende gebieden die de
splicingsignalen voor posttanscriptie van mRNA verwerken voor de expressie vasdréegen en het markergen in de gastheer.
SP staat voor het signaal peptide van het secreterende zuurfosflatasexieeren H6 voor de polyhistiditag.

De pLEXSYvector kan zo gebruikt wordedat dat recombinante eiwitterwef in het medm
geecreteerd worden witracellulair tot expressie gebracht worden. Qmedegntolaen lage hoeveelheid
endogene eiwitten heeft en omdat het kweekmedium weinig toegevoegde eiwitten bevat zal het
uitgescheiden recombinant proteine de meerderheid vataldeeiwitten omvatten, wat purificatie
vergemakkelijk(Basile & Peticca, 2009)

Secretie van proteinen kan alleen maar plaatsvinden indien ze gefusioneerd zijn met een signaalpeptide
Eensignaalpeptide een reeks van ongeveer 20 aminodatezich aan het-drminaal gedeelte van een
polypeptide bevindt en het polypeptide naar de secretiermdplésmatische reticujural leidenHet

signaal peptide van het secreterende zaigesivah.mexicanagebouwd in de pLEXSYector(figuur

14), zal er dus voor zorgen dat het recombinante proteine geéxporteerd zal worden naar {Basiledium.

& Peticca, 2009)
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6 OBJECTIEVEN

Recent is er een nieuwe diagnostisdetest ontwikkeld, de Surra Sé¢seT, op basis van een
recombinant RoTat 1.2 aangemaaktdén gist Pichia pastoridet is een individuele immuno
chromabgrafsche test (ICT) met een laterale flow voor de detantigpecifieke antilichamen tegen het
predominante RoTat 1.2 VSG in het bloed van zoog{foga S. , 2015)

Het doel van deze bachelorproef is het uittesten van de heterologe expressigymmbdstma evansi
RoTat 1.2 vaable oppervlakte eiwitlieishmania tarentDlaspecifieke objectieven zijn
1) Het sel ecteren van vi jTfevanBoTaslc2WEG | ende r egi 00 ¢
2) Het kloneren van de vijf constructen indishmanépressievector pLEXSYHn coli
3) Kweek en transfectie vaaishmania tarentolae
4) Analyse van de eiwitproductie in het secretoorh. tarentola®or middel van SBBAGE en
immungtaining
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EXPERIMENT
/.1 MATERIALEN METHODEN

7.1.1 BIGINFORMATICA

7.1.1.1 SELECTIE VADITAT T@ONSTRUENT

De nuclénezuusequentie van h&oTat 1.2 VSGfiuur 16) met GenBank accessienummer AF31714
(Urakawa, Verloo, Bischer, & Majiwa, 2@@1Jvertaald naaminozurenfiguur 17) via SnapGene®
3.0.2

Het proteine van het RoTat-fén bestaat uit drie delen (figuur 15): het signaal peptide, het variabele N
terminaal gedeelte en het minder variategh@inaal gedeelte. Voor het opstellen van de constecten

het minder variabelet€minaal gedeelte weggelaten. Ook het signaal peptide werd weggelaten, vermits het
overvangenod wor dt dlLomexicaiaedvectsrpLgXSx.al pepti de van

[: ) » Domain

@ 1PRO01812 Trypanosome variant surface glycoprotein, A-type, N-terminal domain
c Y B BFODS13 (Trypan glycep)
@ 1PRO27446 Variant surface glycoprotein C-terminal domain
Ceee—— > G3DSA4.10.11...
o » SSF118251 (variant )
B nolrr Unintegrated signatures
[
[ )
=
[=] » SIGNAL_PEFTID.
= » SIGNAL_PEFTID.
e » SIGNAL_PEPTID... (5..)
[ ) » SSFSB087 (varant s.)
= » Signalp-Th
= » SignalP-noTH

Figuur 15 Print screen vareéiwisequenti@nalyse en classificate het RoTat 1.2 VSG ViserPra Het VSG bestaat uit een
signaal peptide, eertdiminaal domein (roos) en eetefninaal domein (blauw).
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58 TAGAACAGTTTCTGTACTATTGATTACCCCTGTTTTGREGCTTCTAGAGACGAGGAGTTTTCTGCGTCTGTC
ACATAACGCAAACCACAGBRATGCAAACCAAGGCGCTTGECGTACTCTTATTTGTRAGTATCGGAGCACAACGE
CaG

AATTCTCTTCTCATCAAAGTCCCCTCTTTTTCTTGCGGIMNGCTTTTTTAAGTTTTTGECTCTTTTTCTTCCT1
AAAATTCTTGCTACTTGAAACTTTCTGATATATTTTARACCT- 3 6

Figuur 18 De nucleinezuursequentie van het RoTat 1.2 VSG met het GenBank accessienummer AF31714. Blauw stelt het signaal
peptide voor, geel hettdrminaal gedeelte en groen htr@inaal gedeelte. Grijs is hetodeterend gedee(td TR, untranslated
region)(Rogé S, 2014)

MQTKALVGVLLFVLYRSTH2

Figuur 17 De amiozuursequentie van het RoTat 1.2 VSG vertaald via SnapGene® 3.0.2. Blauw stelt het signaal peptide voor,
geel het Nerminaal gedeelte en groen he&tr@inaal gedeel@ogé S, 2014)

Het volledig Nterminale gedeel@oalgebruikt bij de expressidlichia pastpvisrmt het eerste construct,
weergegeven in figuur 18Rbgé S, 2014pe volgende fragmenten, ook weergegeven in figuur 18, zijn
opgesteld door rekening te houden met twee structurele aminozuren: proline en cysteine. Proline zorgt voor
een hoek in het eiwitskelet, cysteine kan een dimeer vormen a.d.h.v. een disalfidetuliged: als

oni et j ed i(SangdHoedt al. 2008)t e pne.
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Figuur 18 Eiwitmodellen van de vijf constructen uit RoTat 1.2 VSG gecreéerd door het predictieprogramma SwissModel (website
met kristalmodellen). Het model van RoTat 1.2 VSG is gebaseerd op de template 2vsgl.A van het lITat 1.24 VSG (28,45%
aminozuuridentiteit). €e peptidenmodellen zijn gevisualiseerd met het programma Edu PyMHtiguiFl4aminozuur 22

t/m 385. Figuu:aminozuur 22 t/m 282. FiguBraminozuur 22 t/m 17&iguur 4: aminozuur 282 t/m 385. Figuur 4.5 aminozuur

225 t/m 385.

Eens de consteten warenpgestelaverderdezen framegezemet devectorpLEXSY. Vervolgensverd
er nagegaan of heignaal peptide van pLEXSY op de juiste plek {@gfhalP 4.1 Servem of er
glycolysatieprocessen plaatsviritletNGlyc 1.0 ServerTen slottewerd ook de GPiankervorming
gecontroleerd (GPI Prediction Serv@Bl-ankervorming zou ervoor kunnen zorgerhdatecombinant
proteine niet gesecreteerd wordt.

Tabel 2: SPpredictie $ignalP 4.1 SeryeGPtpredictie (GPI Praction Serverglycosylerimgedictie lletNGlyc 1.0 Serveen
eigenschappen (ExPASptParamvan de recombinante proteinen.

Construct Predicties Eigenschappen
SP GPI N-Glycolysering #AA Da Th. pl
1 230385 23024 Nee  Nee 377 39880.6 6.49
2 230282 23024 Nee Nee 274 28304.6 7.40
3 230171 23024 Nee  Nee 163 16678.6  8.79
4 2820385 23024 Nee Nee 117  13129.6  5.67
5 2250385 23024 Nee Nee 174 195458 6.13

Construct 1 Construct 2

10 10

EEIEGTEDDT TEKVE

Construct 3

10

EEIEGTEDDT TKEVEA

KYFGEDESK

FYTARRAYTG THHHHHH

Figuur 19 Aminozuursequenties van\dg recombinante proteinen afkomstig van de vijf verschillende constrattesan
terminale hista@exPasy PreParam).
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De primers voor de In Fusietioningwerden ontworpen vignapGene® 3.0.Reze primers hebbeen
overlap in deectorpLEXSY en een overlap in de DNilsgmenten uit RoTat 1.2 (figuur 20 t/m).24
Primers gebruikt voale screening en sequencing van de klweeten ontworpenia Primer3. De
primers P1442 en A264rden geleverd met de kit (Jena Bioscience #E32E

Tabel 3: Primers voor de klonering, screening en sequencing

1

Construct
230385

230282

230171

2820 385

2250 385

IF-cloning
IF RO123 F
IF Ro145 R

IF RO123 F
IFROZ2 R

IF Ro123 F
IF RO3 R
IF Ro4 F
IF Ro145 R
IF RO5 F
IF Ro145 R

PLEXSY + Rol (AZ 22-385)
5238 bp.

= =

Screening
P1442 F
ScrRo123 R

P1442 F
Scr Ro123 R

P1442 F

Scr Ro123 R
P1442 F

Scr Ro4dRR
P1442 F

Scr Ro45 R

Sequencing
P1442 F
Sec Rol2 F
A264 R

Sec Rol12 R
P1442 F
Sec Rol12 F
A264 R

Sec Rol12 R
P1442 F
A264 R
P1442 F
A264 R
P1442 F
A264 R

l IF Ro123 F

|CTGGCGCCTCTCTAGAcgccaatgtagctcttaaa&

GCTGGCGCCTCTICTAGAcgccaatgtagctcttaaaggcaa
1 I 1 P l 1 1 1 1

_— Kenl

1 !
CGACCGUGGAGAGATCTgcggttacatcgagaatttcogtt
A

25

L L L
A M W A

L
L K G N,

AZ 22 - 385 van CDS RoTat 1.2

=

gcgcgagccgcttacacaGGTHCICCACCAC
1 ] 1

CATCACCACH
: I

cgcgcoctcggocgaatgtgtCCATGGGTGGETGGTAGTGGTG
A
. 383 1

380

5

G T H H

JR——

H H H
6xHista

@:tcggcgaatgtgtCCATGGGTGGTGGTAGTGGT]

IFRocl R

Figuur 20 Construct 1 (AZ2385) in pLEXSY met In Fusigarimers bekomen via SnapGene® 3.0.2
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(" 3 BMLT

erasmus Manon Geerts

HOGESCHOOL BRUSSEL

Swal

P1442 F |
S IFRo123F IF Rol23 F
X : ggcal

‘(,[_beal |CTGGCGCCTCT'CTAGAcgccaatgtagctcttaaa
\
\ —SerRo123 R :GCTGGCGCCTCTICTAGAcgccaatgtagctcttaaaggcaa
1 - 1 1 ] I ]
+ t T t

CGACCGCGGAGAGATCTgecggttacatcgagaatttocecgtt
A

_-SecRol2 F

I L L 25 L L L L
A M VoA L K G N
~SecRo12 R | AZ 22-282 van CDS RoTat 1.2

. Kpnl
Kpnl

__IFRe2R

A264 R

PLEXSY + Ro2 (22-282)
8929 bp

KpnI

1ggrtggaaarggagaaggraccgG6TACCCACCACCATCACCAC
L 1 1 1 L ) 1 1 1

T T T L S T T T
‘ccaacctttacctocttoccatggcCCATGGETGETEETAGTGGTG
A

275 ! L L 280 L 1 ! L L 5
Swal R L E M E K_ Vv P G T H H H H H
{2 = 0000000000 v i SxHis
@:CtttaCCtCttCCatggCCCATGGGTGGTEGTAGTGGTl
IFR02 R

Figuur 21 Construct ZAZ 23-282) in pLEXSY met In Fusigmimers bekomen via ShapGene® 3.0.2

Figuur 212: Construct 3 (AZ2171) in pLEXSY met In Fusigrimers bekomen via SnapGene® 3.0.2
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