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WYKAZ SKROTOW

Azs0 — (ang. absorbance value at 280 nm) warto$¢ absorbancji przy dtugosci fali
wynoszgcej 280 nm

aa — aminokwasy

APS — (ang. ammonium persulfate) nadsiarczan amonu

BA, B. afzelii — Borrelia afzelii

B. burgdorferi s. |. — Borrelia burgdorferi sensu lato

BB, B. burgdorferi s. s. — Borrelia burgdorferi sensu stricto

BG, B. garinii — Borrelia garinii

BS, B. spielmanii — Borrelia spielmanii

BLI - (ang. biolayer interferometry) interferometria warstwowa

BosR — (ang. Borrelia oxidative stress regulator)

BSA — (ang. bovine serum albumin) albumina surowicy wotowej

CDC - (ang. Centers for Disease Control and Prevention)

cDNA — (ang. complementary DNA) DNA komplementarny

c-di-GMP — cykliczny dimeryczny guanozyno-5’-monofosforan

DbpA — (ang. decorin - binding protein A) lipoproteina powierzchniowa A, wiazaca
dekoryng, pochodzaca z bakterii B. burgdorferi s. I.

DbpB — (ang. decorin - binding protein B) lipoproteina powierzchniowa B wigzaca
dekoryng, pochodzaca z bakterii B. burgdorferi s. I.

DLS — (ang. dynamic light scattering) dynamiczne rozpraszanie swiatta

DNA — (ang. deoxyribonucleic acid) kwas deoksyrybonukleinowy

DsbA - (ang. disulfide bond formation protein A) bakteryjna oksydoreduktaza

tiolowosiarczkowa



DsbC - (ang. disulfide bond formation protein C) bakteryjna oksydoreduktaza
tiolowosiarczkowa

DksA — (ang. DnaK suppressor protein A) biatko supresorowe DnaK A

E. coli — Escherichia coli

ECDC - (ang. European Centre for Disease Prevention and Control) Europejskie
Centrum ds. Zapobiegania i Kontroli Chorob

EDTA — (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) kwas etylenodiaminotetraoctowy
ELISA — (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) test immunoenzymatyczny
EMBL - (ang. European Molecular Biology Laboratory) Europejskie Laboratorium
Biologii Molekularnej

IL — (ang. interleukin) interleukina

INIAC - (ang. immobilized nickel affinity chromatography) chromatografia
powinowactwa do ztoza z unieruchomionymi jonami niklu

IPTG — (ang. isopropyl p-D-thiogalactopyranoside) izopropylo-p-D-
tiogalaktopiranozyd

Kd — (ang. dissociation constant) stata dysocjacji

LB — pozywka Lurii-Bertaniego

LBD — (ang. ligand binding domain) domena wiazaca ligand

LD — (ang. Lyme disease) choroba z Lyme, borelioza

LIC — (ang. ligation independent cloning) niezalezne od ligacji klonowanie

MBP — (ang. maltose binding protein) biatko wigzace maltoze

MCP — (ang. methyl-accepting chemotaxis proteins) biatka chemotaksji akceptujace
metyl

MST - (ang. microscale thermophoresis) termoforeza w skali mikro

NHS — (ang. N-hydroxysuccinimde) N-hydroksysukcynimid



nt — nukleotydy

NusA — (ang. N utilization substance protein A) biatko uczestniczace w regulacji
transkrypcji E. coli

ODesoo — (ang. optical density) gestos¢ optyczna proby mierzona przy diugosci fali
wynoszacej 600 nm

OspA — (ang. outer surface protein A) lipoproteina powierzchniowa A pochodzaca
z bakterii B. burgdorferi s. I.

OspB — (ang. outer surface protein B) lipoproteina powierzchniowa B pochodzaca
z bakterii B. burgdorferi s. I.

OspC — (ang. outer surface protein C) lipoproteina powierzchniowa C pochodzaca
z bakterii B. burgdorferi s. I.

OspD — (ang. outer surface protein D) lipoproteina powierzchniowa D pochodzaca
z bakterii B. burgdorferi s. I.

PAA — (ang. polyacrylamide gel) Zel poliakrylamidowy

PBS — (ang. phosphate buffered saline) bufor fosforanowy

PCR — (ang. polymerase chain reaction) tancuchowa reakcja polimerazy

PDB — Protein Data Bank

pz — para zasad

Ry — (ang. radius of gyration) promien zyracji

Rn — (ang. hydrodynamic radius) promien hydrodynamiczny

RF — (ang. relapsing fever) goraczka powrotna przenoszona przez kleszcze

Salpl5 — (ang. 15 kDa salivary gland protein) biatko ze §liny kleszcza o masie
molekularnej 15 kDa

SAT — (ang. saliva-assisted transmission) transmisja wspomagana sling



SAXS - (ang. small angle X-ray scattering) matokatowe rozpraszanie promieni
rentgenowskich

SDS — (ang. sodium dodecyl sulfate) dodecylosiarczan sodu

SDS-PAGE - (ang. sodium dodecyl sulfate — polyacrylamide gel electrophoresis)
elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych

TB — pozywka Terrific Broth

TCEP — (ang. tris(2-carboxyethyl)phosphine) chlorowodorek tris(2-
karboksyetylo)fosfiny

TEV — (ang. tobacco etch virus) wirus mozaiki wzerkowej tytoniu

Tm — (ang. melting temperature) temperatura topnienia

Tris — (ang. tris(hydroxymethyl)aminomethane) 2-amino-2-(hydroksymetylo)-1,3-
propanodiol

WHO - (ang. World Human Organisation) Swiatowa Organizacja Zdrowia
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1. WSTEP

1.1. Borelioza — wprowadzenie

Pierwsze doniesienia zwigzane z chorobg z Lyme pojawilty si¢ w 1977 roku.
Opisano wowczas przypadki pacjentow, u ktorych zdiagnozowano zapalenie stawow;
kazdy z tych pacjentow relacjonowal takze pojawienie si¢ specyficznej, czerwonej
pierScieniowatej zmiany skornej — rumienia wedrujacego (ang. erythema migrans).
Poczatkowo nie skojarzono wspotwystepowania tych objawow, ale analiza wywiadow
lekarskich doprowadzita naukowcéw do wysnucia wniosku, ze pojawienie si¢ rumienia
wedrujgcego prawdopodobnie zwigzane jest z ukaszeniem przez kleszcza. Cztery lata
pozniej amerykanski bakteriolog i parazytolog Wilhelm Burgdorfer odkryt obecnosé
kretkow Borrelia w Kkleszczach Ixodes dammini (gatunek kleszcza zostat nastepnie
przeklasyfikowany na Ixodes scapularis) i zasugerowal, ze to wlasnie one moga byc¢
czynnikiem chorobotwodrczym powodujagcym wyzej opisane objawy (Barbour i Benach,
2019). Hipoteza ta zostata wkrotce potwierdzona poprzez analizy surowicy Kkrwi
pacjentéw, ktore pokazaly, ze immunoglobuliny obecne w tych surowicach wigzaty
wczesniej wyizolowane kretki. Wynik ten wskazat jednoznacznie na pojawienie sig
przeciwcial w odpowiedzi na patogen. Burgdorfer wraz z liczng grupa naukowcow
wykazali, ze nowo odkryty kretek Borrelia jest zaangazowany W etiologi¢ choroby
nazwanej choroba z Lyme, czyli borelioza (Snyder, 2015; Sternbach i Dibble, 1996).

Borelioza jest ztozong, wielonarzgdowa chorobg odzwierzeca — zoonozg
wywolywang przez bakterie nalezace do kretkow z rodzaju Borrelia burgdorferi sensu
lato (s.l.) przenoszone przez kleszcze z rodzaju Ixodes (Mead, 2015). Niezwykle
zroznicowana charakterystyka symptomow stanowi ogromne wyzwanie diagnostyczne
dla lekarzy. U okoto 80 - 90% chorych w ciagu kilku dni (3-14 dni) od ukaszenia kleszcza
pojawia si¢ charakterystyczny rumien, ktory wygladem przypomina tarcze strzelnicza
(Nadelman, 2015; Stanek i Strle, 2018; Steere i in., 2016). Dodatkowo na wczesnych
etapach infekcji moga wspotwystepowac objawy pseudogrypowe, takie jak: bol gtowy,
sztywno$¢ karku, zte samopoczucie, przemeczenie, bol migéni czy gorgczka (Steere,
2001). Btedna diagnoza, a w konsekwencji brak wdrozenia odpowiedniego leczenia na
wczesnym etapie boreliozy, moze prowadzi¢ do rozwoju choroby w p6zna postac, ktora
obejmuje wielouktadowe stany zapalne organizmu (Caine i in., 2017; Stanek i Strle,
2018). Pomimo intensywnych badan prowadzonych przez s$rodowiska naukowe

I medyczne, choroba z Lyme nadal stanowi ztozony problem i pozostaje ona najbardziej

11



rozpowszechniong chorobg odkleszczows, zwlaszcza na terenach potkuli potnocnej
(Stanek i Strle, 2003; Steere i in., 2016).

W Stanach Zjednoczonych do agencji CDC (Centers for Disease Control) rzagdu
federalnego oficjalnie raportowanych jest rocznie okoto 30 000 - 40 000 przypadkow
zachorowan na borelioze (Kugeler i in., 2021; Mead, 2015). Niestety, aktualne badania
dotyczace zapadalnosci na borelioze wyraznie sugeruja, ze nowe przypadki choroby
sg rzadko zglaszane, CO moze znacznie zaniza¢ dane w calym Kkraju. Ze wzgledu
na nieprecyzyjny system oceny ilosci przypadkoéw zachorowan wsrdd ludzi sporzadzono
nowg strategi¢ 0szacowania liczby tych przypadkéw. Wykonano analizy statystyczne baz
danych zawierajace informacje na temat §wiadczen medycznych, ktore zwigzane byty
z roszczeniami ubezpieczeniowymi oraz wystawionymi receptami. Na podstawie tych
informacji oszacowano, ze w Stanach Zjednoczonych w latach 2010-2018 rocznie mogto
wystgpi¢ nawet 476 000 przypadkoéw zachorowan na borelioze, CO 0znacza istotny wplyw
tej choroby na zdrowie publiczne (Kugeler i in., 2021).

Warto podkreslic, ze w Europie zachorowania na borelioze sg roéwniez
powszechne. Juz w 2006 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Human
Organisation, WHO) opracowata raport, w ktorym 0szacowano, ze rocznie obserwuje si¢
okoto 85 000 zachorowan (Lindgren i Jaensen, 2006; Schotthoefer i Frost, 2015). Nalezy
jednak wzig¢ pod uwage, ze brak jednolitego systemu zglaszania zachorowan
na boreliozg¢ znacznie utrudnia $ledzenie czestosci przypadkow zapadalnosci. Podobnie
jak w przypadku statystyk dotyczacych zachorowan na borelioze w Stanach
Zjednoczonych, wysoce prawdopodobne jest, ze dane europejskie mogg by¢ takze
niedoszacowane (Madison-Antenucci i in., 2020). Potwierdzajg to takze najnowsze
analizy statystyczne Burn’a i in. (2023) dotyczace liczby zachorowan na borelioze
w Europie w latach 2005-2020. Na podstawie dostepnych danych obliczono zapadalnos¢
na borelioze (liczba zgtoszonych przypadkow na 100 000 mieszkancow rocznie) oraz
wskazano obszary wysokiego ryzyka infekcji kretka Borrelia. Okazato sie, ze z 25
krajow, tylko 4 kraje (Bulgaria, Francja, Polska i Rumunia) stosowaty standardowe
procedury dotyczace rejestrowania przypadkoéw zachorowan, zalecane przez europejskie
instytucje zdrowia publicznego. Wyrazna niejednorodno$¢ systemoéw nadzoru
zachorowan na borelioze, definiowania przypadkéw czy tez metod diagnostycznych,
ogranicza mozliwo$¢ przeprowadzenia analiz porownawczych miedzy krajami
europejskimi. Niemniej jednak wykazano, ze najwyzsze poziomy zapadalno$ci

odnotowano w poszczegolnych krajach Europy: Estonia, Litwa, Stowenia, Szwajcaria,
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Francja i Polska. Srednia liczba przypadkow zachorowan na borelioze rocznie wynosi
128 888 mieszkancow Europy (Burn i in., 2023).

Dane epidemiologiczne przedstawione przez Narodowy Instytut Zdrowia
Publicznego w Polsce (Rycina 1.1) wskazujg jednoznacznie, ze problem rosngcej liczby
zachorowan na borelioz¢ na obszarze Polski jest alarmujacy, a ilo$¢ zglaszanych

przypadkoéw wynosi okoto 20 000 zachorowan rocznie.

Liczba zdiagnozowanych przypadkéw w poszczegodlnych latach
30000

25293
25000

21200 21514 20150 20630
20000 17367

15000 19773 13870 13625 12934 15500

10000 9003 9157 g781
5000IIIIII IIIII

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023

o

Rycina 1.1. Zgloszone przypadki zachorowan na borelioze w latach 2010-2023 w Polsce

(wg Narodowego Instytut Zdrowia Publicznego)

Powyzsze dane pokazuja wysoka liczbe zachorowan na boreliozg w Stanach
Zjednoczonych i Europie. Dodatkowo czestos¢ zachorowan na borelioze zdaje si¢ stale
rosng¢é na calym $wiecie, co spowodowane jest roznorodnymi czynnikami
demograficznymi oraz srodowiskowymi, a w tym zmianami klimatu (Semenza i Suk,
2017). Biorac pod uwagge ztozonos$¢ choroby oraz §wiatowg range problemu, wazne jest
cigglte poglebianic wiedzy na temat czynnika sprawczego — kretka Borrelia.
Multidyscyplinarne podejscie do zagadnienia boreliozy, taczace wyniki badan
naukowych oraz wiedzg specjalistow chorob zakaznych moze przynie$¢ pozadane skutki
zarbwno W zakresie opracowania innowacyjnych strategii profilaktyki, diagnostyki,

jak i opieki nad pacjentami (Rochlin i in., 2019).
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1.2. Kleszcz — wektor kretka Borrelia
1.2.1. Kleszcze z rodzaju Ixodes — charakterystyka

Kleszcze sa obligatoryjnymi ektopasozytami — pasozytami zewngtrznymi
nalezacymi do gromady pajeczakow (Arachnida), podgromady roztoczy (Acari).
Ze wzgledu na ich szczegdlny udziat w transmisji czynnikéw chorobotworczych wérod
ludzi, a takze zwierzat, zostaly one powszechnie uznane za wektory patogenow.
W dodatku kleszcze, zaraz po komarach, s3 stawonogami o najwigkszym udziale
w etiologii chorob wektorowych na catym $wiecie (Nava i in., 2009).

Rodzina kleszczy twardych Ixodidae sktada si¢ z ponad 700 gatunkow, ktére
zostaty podzielone na dwie gléwne grupy morfologiczne i filogenetyczne: Prostriata oraz
Metastriata. Pierwsza z nich reprezentowana jest przez podrodzine Ixodinae, ktora
obejmuje wylacznie gatunki z rodzaju Ixodes. Druga grupa jest bardziej zréznicowana
1 obejmuje okoto 14 rodzajow kleszczy, do ktoérych nalezg m.in. Dermacentor, Hyalomma
czy Rhipicephalus (Anderson i in., 2004; Guglielmone i Robbins, 2018). Kleszcze
z rodzaju Ixodes s3 wektorami szerokiego spektrum patogendw nalezacych do wirusow,
bakterii czy protistow, powodujacych choroby takie jak: kleszczowe zapalenie mozgu,
borelioza, anaplazmoza, riketsjoza czy babeszjoza (Kotal i in., 2015). Jednak sposrod
wymienionych chorob to borelioza jest najczescie] wystepujaca zoonozg diagnozowang
wsrod ludzi (Sonenshine 1 Roe, 2014).

W zalezno$ci od rejonu geograficznego, w jakim wystepuja kleszcze z rodzaju
Ixodes, wyr6zni¢ mozna nastepujace gatunki: Ixodes scapularis 1 Ixodes pacificus
w Ameryce Potnocnej, Ixodes ricinus w Europie oraz poinocnej Afryce, a takze Ixodes
persulcatus we wschodniej Europie i Azji (CDC, 2024; ECDC, 2023; Radolfi in., 2012).
Wymienione powyzej gatunki kleszczy sa uwazane za gtdéwne wektory kretkéw Borrelia,
ktore biorg szczegdlny udziat w transmisji tej bakterii wsrod ludzi, co zwigksza ryzyko
zachorowania na borelioz¢ (Kilpatrick 1 in., 2017). Pomimo Ze naturalnym srodowiskiem
wystepowania kleszczy sg tereny lesne oraz taki, to obecnos¢ kleszczy Ixodes jest coraz
czeg$ciej obserwowana na terenach zurbanizowanych, takich jak podmiejskie lasy 1 parki

miejskie, co zwigksza ryzyko infekcji odkleszczowej (Kowalec, 2017).
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1.2.2. Cykl rozwojowy kleszcza Ixodes a cykl enzootyczny Borrelia

Ciaglo$¢ wystepowania oraz obiegu kretka Borrelia w $rodowisku jest $cisle
zwigzana z cyklem rozwojowym kleszcza, ktory sktada si¢ z trzech nastgpujacych
po sobie aktywnych stadiow rozwojowych: larwa, nimfa 1 posta¢ dorosta. Dhugos¢ cyklu
zyciowego kleszcza wynosi §rednio 2 do 3 lat. Aby doszto do przeobrazenia kleszcza
w kolejne stadium musi on odby¢ jednokrotny zer, w trakcie ktorego przez kilka dni zywi
si¢ krwig zywiciela (Rochlin 1 in., 2019). Na populacje¢ kleszczy w srodowisku wptywaja
czynniki abiotyczne, w szczegdlnosci temperatura 1 wzgledna wilgotnos¢ (Kilpatrick
1 in., 2017; Kurtenbach i in., 2006). Z kolei do czynnikéw biotycznych, regulujacych
liczebno$¢ kleszczy, mozna zaliczy¢ zaggszczenie populacji gatunkow zywicieli
(Kilpatrick i in., 2017).

Cykl enzootyczny Borrelia jest czg¢scia naturalnego cyklu transmisji patogenu
1 zwigzany jest z krazeniem kretka w populacjach dzikich zwierzat. Za pierwotny
rezerwuar kretkow Borrelia, ktory stanowi zrodto infekeji tym patogenem, uznano mate
kregowce takie jak: myszy, wiewidrki czy ptaki. W trakcie Zerowania kleszcza
na organizmie rezerwuarowym, Borrelia przenoszona jest wraz z pobierang krwig
i zasiedla cialo stawonoga, pozostajac w nim niezaleznie od stadium rozwojowego
(ang. tramsstadial transmission). Wykazano, ze niektore kretki z rodzaju Borrelia
powodujace goraczke powrotng (ang. relapsing fever) moga by¢ przenoszone z samicy
kleszcza na potomstwo drogg transowarialng (ang. transovarial transmission). Jednak
w przypadku kretkow Borrelia burgdorferi s. 1. nie zaobserwowano takiego zjawiska,
a kazde nowe pokolenie kleszcza musi zosta¢ de novo zakazone kretkiem
B. burgdorferi s.1. (Breuner i in., 2018; Radolfiin., 2012). Larwy i nimfy Zywig si¢ krwia
podobnej grupy zywicieli (gryzonie, ptaki), uczestniczac w utrwalaniu cyklu
enzootycznego kretka poprzez przenoszenie bakterii do kolejnych osobnikéw. Warto
zwroci¢ uwage na zroznicowane nisze ekologiczne dla poszczegdlnych gatunkow
Borrelia. Zaobserwowano, ze ptaki s3 waznym rezerwuarem B. garinii 1 mogg miec
istotne znaczenie w kontek$cie ekspansji kretka Borrelia na nowych terenach, podczas
gdy rezerwuarem B. afzelii sa gryzonie (Piesman i Gern, 2004). Natomiast myszak
biatostopy jest uwazany za glowny rezerwuar B. burgdorferi s.s. w Stanach
Zjednoczonych (Brisson 1 in., 2008).

Doroste kleszcze zywia si¢ gldwnie krwig duzych zwierzat, ktore wazne sa

dla utrzymania populacji kleszczy (Eisen i Esien, 2018). Szczeg6lng role odgrywaja
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jeleniowate, ktére, pomimo zZe nie sg zywicielami kompetentnymi Borrelia, to sa
powszechnie uznawane za najwazniejszych zywicieli dorostych kleszczy zaréwno
na terenach Stanow Zjednoczonych, jak i1 Europy. Siedliska, w ktorych wystepuje
niewiele jeleni, charakteryzuja si¢ mniejsza liczebnoscig kleszczy niz te, w ktorych
zageszczenie tych zwierzat jest umiarkowane lub wysokie (Gern, 2009; Kilpatrick i in.,
2017). Pomimo ze kleszcze we wszystkich stadiach rozwojowych moga zywi¢ si¢ krwia
cztowieka, to przede wszystkim nimfy sg odpowiedzialne za przenoszenie patogenow
na ludzi. Spowodowane jest to niewielkimi rozmiarami nimf (okoto 1,5-2 mm), dzigki
ktéorym moga one zerowaé na ciele ludzkim pozostajac niezauwazone, co sprzyja
transmisji Borrelia oraz infekcji patogenami (Rochlin i in., 2019; Tilly i in., 2008).
Nalezy jednak podkresli¢, ze ludzie sa uwazani za zywicieli przypadkowych,
nie majacych znaczenia dla cyklu enzootycznego kretka Borrelia (Radolf 1 in., 2012).
Nie odnotowano zadnych doniesien o przenoszeniu kretkoéw na larwy kleszcza karmiagce
si¢ krwig zarazonych ludzi lub przenoszeniu kre¢tka Borrelia migdzy ludzmi poprzez
transfuzj¢ krwi, kontakty seksualne, nasienie, mocz czy mleko matki (Steere i in., 2016).
Udokumentowano jednak nieliczne przypadki transmisji kretka Borrelia przez tozysko
zainfekowanej matki na rozwijajacy si¢ plod. Chociaz niewiele wiadomo na temat
szkodliwych skutkéw infekcji Borrelia kobiet w cigzy, to zaobserwowano, ze infekcja
Borrelia moze mie¢ katastrofalne skutki dla Zycia noworodkéw. W 1988 roku
odnotowano przypadek transmisji kretka z matki na ptéd pomimo zastosowane]
antybiotykoterapii po wystgpieniu rumienia wedrujacego. Noworodek zmarlt w ciggu
23 godzin po urodzeniu w nastgpstwie okotoporodowego uszkodzenia mézgu. Badania
histopatologiczne potwierdzily obecno$¢ Borrelia w mozgu oraz watrobie noworodka,
a w pozostatych narzadach wykazano znaczng reakcje zapalng. Prawdopodobnie ryzyko
zakazenia drogg przeztozyskowa jest wyzsze na poczatku cigzy niz w jej pozostatym
okresie, chociaz zagadnienia te nie zostaly dotychczas jednoznacznie rozstrzygnigte

(Mylonas, 2011; Weber 1 in., 1988).

1.2.3. Przystosowanie kleszcza do Zerowania

Kleszcze z rodzaju Ixodes naleza do grupy pasozytow zewnetrznych
(hematofagow) zywiacych si¢ wytacznie krwig gospodarzy. Wigkszos$¢ ektopasozytow,
takich jak wszy, pchty czy komary, przebywa na ciele zywiciela bardzo krotko — od Kilku

sekund do kilku minut. Kleszcze, jako jedne z nielicznych ektopasozytow, moga zerowaé
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nawet do dwoch tygodni. Aby umozliwi¢ sobie tak dlugotrwale zerowanie, kleszcze
wyksztatcity w toku ewolucji szereg adaptacji na réznych poziomach: molekularnym,
anatomicznym, fizjologicznym i behawioralnym. Te adaptacje pozwalaja kleszczom
na aktywne poszukiwanie zywicieli, przebijanie ich powlok skornych, a nastepnie
dhugotrwate utrzymywanie si¢ w ciele zywiciela i pobieranie krwi (Francischetti i in.,
2009; Schon, 2022; Steen i in., 2006).

Poszukiwanie Zywiciela

Efektywne poszukiwanie zywiciela jest kluczowe dla kleszczy, poniewaz
umozliwia im zdobycie pokarmu niezb¢dnego do przechodzenia kolejnych stadiow
rozwojowych. Kleszcze wykorzystuja do tego narzad Hallera, znajdujacy sie
na dystalnych odcinkach przednich odnézy i petnigcy funkcje narzadu zmystow. Jego
komorki czuciowe reaguja na rézne substancje chemiczne, takie jak dwutlenek wegla,
amoniak, siarkowodor, feromony, kwas mastowy oraz pochodne fenolu i laktonu.
Ponadto narzad Hallera umozliwia wykrywanie promieniowania podczerwonego
I wilgotnosci. Badania wykazaty, ze narzad Hallera odgrywa kluczowa rolg nie tylko
w poszukiwaniu zywiciela, ale takze partnerow do prokreacji oraz w odbiorze sygnatow
srodowiskowych (Carr i in., 2017; Josek i in., 2017; Mitchell i in., 2017).

Przebicie powtok skdérnych zywiciela

Przedstawiciele rodzaju Ixodes posiadaja diugi, kolczasty aparat ggbowy
(hypostom), ktory przypomina ostrg rurke. Hypostom umozliwia penetracj¢ powlok
skornych 1 mocne zakotwiczenie kleszcza w skorze zywiciela. Przebicie powtok skérnych
zywiciela przez hypostom prowadzi do uszkodzenia naskorka i skory wiasciwe;,
co powoduje miejscowe pekanie naczyn krwiono$nych i naptywanie krwi do miejsca

ugryzienia (Francischetti i in., 2009; Steen i in., 2006).

Zerowanie kleszcza

Aparat gebowy kleszczy z rodzaju Ixodes nie wnika bezposrednio do naczyn
krwionos$nych zywiciela. Zamiast tego, stale gromadzaca si¢ krew oraz ptyn tkankowy
W miejscu ugryzienia umozliwiajg kleszczowi dostep do pokarmu. Pobieranie krwi przez
te pasozyty odbywa si¢ na przemian ze wstrzykiwaniem $liny. Najpierw krew jest
zasysana do gardla kleszcza, a nastepnie, dzigki skurczom gardla, przemieszcza si¢

w kierunku jelita srodkowego. Po tym kleszcz wydziela §ling, ktora poprzez aparat
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gebowy trafia do organizmu zywiciela. Proces ten wywotuje reakcje obronne gospodarza.
Aby przeciwdziata¢ tym reakcjom i umozliwi¢ dlugotrwale zerowanie, kleszcze
przystosowaly sie do ich tlumienia. Liczne doniesienia naukowe wykazaty, ze $lina
kleszczy jest bogata w substancje, ktore pozwalajg przezwyciezy¢ reakcje obronne
gospodarza i ulatwiajg aktywne pobieranie pokarmu (Nuttall, 2019b; Schon, 2022).
Przeprowadzono wiele badan proteomicznych i transkryptomicznych w celu
analizy skladu wydzieliny gruczoléw $linowych réznych gatunkow kleszczy. Oprocz
wody, wydzielina ta zawiera bogata mieszaning biatkowych i niebiatkowych czasteczek,
ktore pochodza z krwi zywiciela lub sg syntetyzowane przez gruczoty $linowe kleszcza.
Objetos¢ i1 sktad §liny kleszcza zmieniajg si¢ w trakcie zerowania, przy czym najwigksze
zmiany obserwuje si¢ miedzy 24 a 48 godzing pobierania krwi (Nuttall, 2019a; Nuttall,
2019b). U jednego z gatunkéw kleszezy, Dermacentor andersoni (rodzina: Ixodidae),
po 2-5 dniach od rozpoczgcia karmienia, w $linie stwierdzono obecno$¢ ponad 700
réznych czynnikow biatkowych (Mudenda i1 in., 2014). Produkcja tak bogatej
w biologicznie czynne skladniki $liny pozwala pasozytowi przezwyciezaé reakcje
obronne zywiciela, co zapobiega odrzuceniu kleszcza lub jego $mierci w trakcie

zerowania (Kim i in., 2016; Ribeiro i Francischetti, 2003; Steen i in., 20006).

Interakcja kleszcz — Zywiciel

Kleszcze stosuja szereg efektywnych strategii, aby kontrolowa¢ reakcje obronne
gospodarza, blokujac odpowiedZz immunologiczng na wielu poziomach. Dzigki temu
moga dhugo 1 skutecznie zerowac¢ na organizmie zywiciela, co wigze si¢ z konieczno$cig
przeciwdziatania jego naturalnym reakcjom obronnym. W tym celu Kleszcze
wykorzystuja substancje zawarte w $linie, ktore cechuja si¢ wysokim powinowactwem
1 selektywnos$cia wobec sktadnikow krwi zywiciela, uczestniczacych w kaskadowych
reakcjach uktadu immunologicznego (Nuttall, 2019a).

Przebicie powlok skornych przez kleszcza w ciggu kilku sekund wyzwala
mechanizmy obronne gospodarza. Pierwszg reakcja obronng na uszkodzenie skory jest
bol, zaczerwienienie, odczucie ciepta oraz swedzenie w miejscu ugryzienia. Te objawy
zwigkszaja szans¢ na zauwazeni€ pasozyta 1 jego usunigcie. Cho¢ bol wydaje si¢
prymitywnym mechanizmem obronnym, ilo$¢ czynnikdéw biorgcych w nim udziat i ich
wzajemne zalezno$ci sg wysoce skomplikowane. Gtowne czynniki biologiczne biorace
udziat w reakcji boélowej to ATP, serotonina i histamina, uwalniane przez ptytki krwi

(Julius i Basbaum, 2001; Ribeiro i Francischetti, 2003). Ponadto aktywacja neutrofili
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prowadzi do wytwarzania prostaglandyn, ktore nasilajg bol (Julius i Basbaum, 2001). B6l
jest réwniez wywolywany przez biatka zapalne (chemokiny), takie jak interleukina-1
(IL-1) oraz bradykinina (Millan, 1999). Chociaz reakcja bolowa jest ztozona, kleszcze
potrafia ja neutralizowaé, co pozwala im pozostawa¢ niezauwazonymi podczas
zerowania (Nuttall, 2019a). W tym celu wykorzystuja sktadniki produkowane przez
$linianki, ktore degraduja ATP oraz bradykining (Ribeiro i in., 1985; Schmelz, 2010).
U Kleszczy z rodzaju Dermacentor zaobserwowano obecno$¢ biatka SHBP
(ang. serotonin and histamine binding protein), ktore wigze i dezaktywuje serotoning oraz
histaming (Sangamnatdej i in., 2002). Kleszcze modulujg takze aktywno$¢ chemokin
1 cytokin, co powoduje utrat¢ zdolnosci gromadzenia si¢ neutrofili w ognisku infekcji,
odpowiedzialnych migdzy innymi za zabijanie drobnoustrojéw (Kazimirova
i Stibraniova, 2013).

Kolejng barierg, ktéra kleszcze musza pokonaé, s3a procesy zwigzane
z formowaniem skrzepu przez gospodarza. Procesy te zachodza w trzech etapach:
zwezenie naczyn krwionosnych, agregacja plytek krwi oraz formowanie skrzepu
fibrynowego. Strategie pasozytnicze kleszczy umozliwiaja rozszerzanie naczyn
krwiono$nych, inhibicj¢ agregacji plytek krwi oraz opdznianie lub hamowanie
krzepnigcia krwi zywiciela (Francischetti i in., 2009; Mans, 2011; Kazimirova
i Stibraniova, 2013). W trakcie uszkodzenia naczyn krwiono$nych dochodzi do aktywacji
trombocytow poprzez agonistow plytek krwi, takich jak ADP, kolagen, trombina, czynnik
PAF (ang. platelet-activating factor) i tromboksan TXA: (Ribeiro i Francischetti, 2003).
Agonisci, rozpoznajac okreslone receptory, wyzwalaja proces agregacji ptytek krwi.
Oproécz formowania skrzepu dochodzi do silnego i1 dlugotrwalego zwezenia naczyn
krwiono$nych wskutek dziatania serotoniny i tromboksanu TXA:, co zapobiega
nadmiernemu wyplywowi krwi. Badania in vitro wykazaly, ze $lina kleszczy hamuje
agregacje plytek krwi, przeciwdziatajac tworzeniu si¢ skrzepdéw. Mozliwe jest to dzigki
obecnosci inhibitorow agonistow ptytek krwi, takich jak enzym apyraza, odpowiedzialny
za hydrolize¢ ADP oraz bezposrednich inhibitorow plytek krwi, takich jak prostacyklina
(PGl2) i dezintegryny, ktore blokuja wigzanie fibrynogenu do trombocytow. Inne
sktadniki sliny kleszcza, charakteryzujace si¢ wlasciwosciami antykoagulacyjnymi,
to biatka Salp9 i Salp14 pochodzace z kleszcza I. scapularis, biatka wiazace trombing
oraz czynnik Xa, a takze inhibitory proteaz serynowych typu Kunitza (Das 1 in., 2001;
Narasimhan i in., 2002).
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Kleszcze wyksztalcity reakcje immunomodulujace, ktére umozliwiaja im
przeciwdziatanie gldwnym mechanizmom obronnym zywiciela, obejmujacym zar6wno
wrodzong, jak i adaptacyjng odpowiedz immunologiczng. W $linie kleszcza obecne sg
sktadniki blokujace uktad dopetiacza, zwlaszcza jego alternatywng $ciezke (Cabezas-
Cruz i Valdes, 2014; Ricklin i in., 2010). Ekstrakty $linowe I. scapularis 1 I. ricinus
skutecznie hamujg dziatanie czynnika C3b oraz uwalnianie anafilatoksyny C3a,
co blokuje dalsze reakcje kaskadowe szlaku alternatywnego uktadu dopetniacza (Lawrie
11in., 1999). Kontakt z antygenem aktywuje komorki dendrytyczne, tuczne 1 makrofagi,
co prowadzi do intensywnej produkcji cytokin i chemokin zapalnych (np. interferonu).
W wyniku tych reakcji dochodzi do produkcji TNF-a (ang. tumor necrosis factor ) oraz
IL-1 (interleukiny 1) i IL-8 (interleukiny 8), ktore sa mediatorami reakcji bolowej i maja
szerokie dziatanie w odpowiedzi na obce antygeny. Na tym etapie takze zaobserwowano
strategie obronne kleszczy, polegajace na hamowaniu réznicowania komorek
dendrytycznych czy produkcji cytokin (IL-1, IL-2, IL-12, TNF-a) (Ribeiro
1 Francischetti, 2003; Wikel, 2013).

Komponenty obecne w $linie kleszcza umozliwiajag modulacj¢ dziatania uktadu
odpornosciowego ssaka, a tym samym toruja droge dla patogendw obecnych w kleszczu,
w tym kretka Borrelia (tzw. transmisja wspomagana $ling, ang. saliva-assisted
transmission, SAT) (Liu i Bonnet, 2014; Nuttall, 2019b). Ukierunkowane hamowanie
sciezki alternatywnej dopelniacza ma znaczacy wplyw na przezycie patogendw
przenoszonych przez kleszcze (Wikel, 2013). Jednym z kluczowych czynnikow
kleszczowych SAT jest biatko Salp15, ktére nie tylko wptywa na uktad odpornosciowy
organizmu zywiciela, ale wigzac si¢ do powierzchni kretka, chroni Borrelia przed
zabiciem przez przeciwciata. Badania naukowe dostarczajg bezposrednich dowodow,
ze wilasnie to biatko sprzyja transmisji B. burgdorferi przez kleszcze do organizmu ssaka,
a jego brak znaczaco zmniejsza przezywalno$¢ Borrelia w organizmie ssaka (Nuttall,
2019b).

Interesujacy jest fakt, ze niektore zwierzeta rozwijaja odporno$¢ na kleszcze.
U $winek morskich i1 niektérych ras bydia, po kilku ukaszeniach przez te pasozyty,
zaobserwowano, ze kolejne kleszcze Zeruja mniej skutecznie lub umieraja w miejscu
ukaszenia (Narasimhan i in., 2018). Oznacza to, ze powtarzajace si¢ ukaszenia indukuja
odpornos$¢ immunologiczng na te pasozyty, cho¢ nie jest to zjawisko powszechne
u wszystkich gatunkoéw zwierzat. U niektorych zwierzat odpornos¢ na kleszcze wigze si¢

takze z ograniczonym przenoszeniem patogenow odkleszczowych (Jones i Nuttall, 1990;
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Narasimhan i in., 2007; Wikel, 2013). Podobne obserwacje zanotowano réwniez u ludzi.
Mimo czgstego kontaktu z kleszczami w regionach endemicznych boreliozy, stosunkowo
niewielu z nich zostaje zakazonych przez kretka Borrelia. Powtarzajace si¢ ukgszenia
moga prowadzi¢ do rozwoju nadwrazliwosci skornej, objawiajacej si¢ silnym §wigdem
i obrzgkiem w miejscu ugryzienia. Badania epidemiologiczne przeprowadzone
na mieszkancach Block Island (wyspa amerykanska), uznanej wlasnie za tereny
endemiczne, wykazaty, ze osoby doswiadczajace objawow takich jak nadwrazliwosc
skory, bol czy $wiad po ukaszeniu kleszcza, rzadziej miaty diagnoze infekcji
B. burgdorferi. Te obserwacje potwierdzaja, ze wczesniejsza ekspozycja na kleszcze

moze chroni¢ ludzi przed zachorowaniem na borelioze (Burke i in, 2005).
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1.3. Kretek Borrelia — czynnik sprawczy boreliozy
1.3.1. Ogolna charakterystyka kretka Borrelia

Rodzaj Borrelia obejmuje okoto 37 gatunkéw kretkow, ktore moga
charakteryzowac si¢ rozng patogenicznoscig U ssakow. Gatunki te ze wzgledu na profil
patogeniczno$ci zostaty podzielone na dwie grupy filogenetyczne. Pierwsza grupa
zawiera kretki nalezagce do kompleksu Borrelia burgdorferi sensu lato, ktore
odpowiedzialne sg za wywolywanie boreliozy (ang. Lyme disease, LD). Podczas gdy
druga grupa zawiera kretki Borrelia wywotujace goraczke powrotnag (ang. relapsing
fever, RF) (Adeolu i Gupta, 2014; Franke i in., 2013). Aby utatwi¢ rozrdznienie
powyzszych grup, w 2014 roku zaproponowano nowy rodzaj Borreliella — zawierajacy
wszystkie gatunki nalezace do kompleksu kretkow powodujacych borelioze
(B. burgdorferi s.l.) (Adeolu i Gupta, 2014). Pomimo wyraznych r6znic filogenetycznych
pomigdzy grupami Borrelia, w srodowiskach naukowych uwaza si¢, ze wydzielenie
nowego rodzaju Borreliella nie jest zasadne i nowe nazewnictwo nie zostato powszechnie
uznane (Margos i in., 2018). W niniejszej pracy nazewnictwo kretkow nalezacych
do kompleksu B. burgdorferi s.l. przedstawione jest wedtug tradycyjnej taksonomii
kretkow.

Obecnie wyr6znia si¢ ponad 20 gatunkéw kretkow Borrelia wywolujacych
borelioze, a ich gtownymi wektorami sg rozne gatunki kleszczy z rodzaju Ixodes
w zaleznosci od regionu geograficznego. Sposrod tej grupy kretkow, 12 gatunkow zostato
wyizolowanych od pacjentow prezentujacych objawy boreliozy. Najczesciej
wystepujacymi patogenami wsrdod ludzi sg : B. burgdorferi sensu stricto (s.s.) w Stanach
Zjednoczonych i Europie Zachodniej, B. mayonii gtownie w Stanach Zjednoczonych,
oraz B. garinii, B. bavariensis i B. afzelii w Eurazji (Margos i in., 2013; Mead, 2022;
Parise i in., 2020). Pozostale gatunki, takie jak: B. valaisiana, B. lusitaniae, B. spielmanii,
B. kurtenbachii, B. andersonii, B. americana i B. bissettii, rowniez zostaty wyizolowane
lub wykryte metoda PCR w probkach pobranych od pacjentéw, jednak ich udziat
w etiologii boreliozy jest uznawany za znacznie mniejszy (Radolf i in., 2012; Strnad i in.,
2023). Ta zauwazalna heterogeniczno$¢ szczepoéw B. burgdoferi s. |. prawdopodobnie
jest najwazniejszym czynnikiem powodujacym regionalne réznice klinicznych postaci
choroby. Dlatego zaobserwowa¢ mozna, ze B. burgdoferi s. s. w gltownej mierze

odpowiada za objawy zwigzane z zapaleniem stawow, podczas gdy B. afzelii wywotuje
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infekcje skorne, a B. garinii prowadzi do infekcji uktadu nerwowego (neuroborelioza)
(Steere, 2001; Strnad i in., 2023).

Kretek Borrelia nalezy do grupy mikroaerofilnych bakterii o ksztalcie skrgconego
cylindra charakterystycznego dla kretkoéw, ktorego srednica wynosi 0,2-0,5 um oraz
dhugos¢ 20-30 um. Borrelia zakwalifikowana jest go grupy bakterii Gram-ujemnych
I jej komorki otoczone sg dwiema blonami komoérkowymi, jednak struktura, sktad
I wlasciwosci bton znaczgco roznig si¢ od wiasciwosci blon komorkowych
charakterystycznych dla typowych bakterii Gram-ujemnych, takich jak Escherichia coli
(Radolf i1 in., 2012). Zewngtrzna btona Borrelia jest dwuwarstwga pozbawiong
liposacharydu (LPS), ktory stanowi integralny sktadnik zewnetrznej btony wigkszosci
bakterii Gram-ujemnych. Glownymi skladnikami lipidowymi zewnegtrznej blony
komorkowej Borrelia sa migdzy innymi: fosfatydylocholina, fosfatydyloglicerol oraz
glikolipidy, takie jak 6-0O-acylo-B-D-galaktopiranozyd cholesterolu
I p-d-galaktopiranozyd cholesterolu (LaRocca i in., 2010). Borrelia syntetyzuje
galaktozylotransferazy modyfikujace cholesterol pochodzacy od gospodarza (lub
z pozywki hodowlanej) i wiacza go do swoich bton komorkowych. Podobny mechanizm
wilaczania pochodnych cholesterolu do bton wystepuje u Helicobacter pylori, a jego
funkcja jest ochrona bakterii przed uktadem odporno$ciowym gospodarza, coO moze
wskazywac¢ na podobng funkcj¢ u Borrelia (Stiibs i in., 2009). Dodatkowo glikolipidy
cholesterolu moga tworzy¢ W zewnetrznej btonie mikrodomeny, tzw. tratwy lipidowe
(ang. lipid rafts, LR). U organizmow eukariotycznych tratwy lipidowe sa
uporzadkowanymi, Sztywnymi, bogatymi w cholesterol obszarami btony, w ktérych
znajduja sie¢ zakotwiczone w lipidach biatka. Wykazano, ze obecno$¢ tych mikrodomen
wptywa, migdzy innymi, na dynamike¢ oraz polaryzacj¢ btony komorkowej w procesach
adhezji i migracji komorek czy aktywacje komorek w procesach immunologicznych.
W przypadku Borrelia organizacja tratw lipidowych zmienia si¢ w zaleznosci
od warunkow temperaturowych, co wskazuje, ze moga one petni¢ funkcje sygnalizacyjna
w roznicowaniu ekspresji genow kodujacych odpowiednie lipoproteiny w trakcie
transmisji kretka z kleszcza do organizmu gospodarza (LaRocca i in., 2010).

Jednakze najbardziej unikatowag cechg kretka Borrelia jest obecno$¢
na powierzchni blony zewng¢trznej duzej ilosci zréznicowanych lipoprotein, niezwykle
istotnych dla wirulencji B. burgdorferi s.l., interakcji miedzy patogenem a organizmem
gospodarza oraz utrzymania enzootycznego cyklu kretka (Caine i Coburn, 2016)
(Rozdziat 1.3.3).
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Zdolnos¢ do ruchu zapewnia kretkom okoto 7-11 wici, ktore znajduja si¢
W przestrzeni peryplazmatycznej i sa zakotwiczone na dwoch przeciwlegtych biegunach
komorki bakteryjnej. Kazda z wici sklada si¢ z ciatka podstawy (kinetosomu)
zakotwiczonego w wewnetrznej btonie komorkowej, haka oraz wiokna zbudowanego
z dwoch gtownych biatek: mniejszej flageliny A (FlaA) oraz wigkszej flageliny B (FlaB).
Borrelia, poprzez ruch wici, zostaje wprawiona w ruch obrotowy, ktory umozliwia
sprawne poruszanie si¢ kretka nawet w gestych i lepkich przestrzeniach,
co prawdopodobnie umozliwia bakterii penetracje r6znych tkanek (Sal i in., 2008, Strnad
I in., 2024). Obok zakotwiczonych na biegunach bakterii wici znajduja si¢ biatka MCP
(z ang. methyl-accepting chemotaxis proteins) bioragce udziat w chemotaksji,
pozwalajacej na ukierunkowany ruch bakterii do sktadnikow odzywczych
(chemoatraktanty) oraz odwrotng reakcje — ruch w przeciwng strong, np. ucieczke
od etanolu badz butanolu (Xu i in., 2011). Wsréd chemoatraktantow wykorzystywanych
przez Borrelia wyodrgbniono migdzy innymi glutaminian czy glukozaming, ale rowniez
bogate w rozne sktadniki kompleksy, takie jak slina kleszcza czy krolicza surowica.
Mozna spekulowaé, ze chemotaksja w kierunku glutaminianu, ktory jest gtownym
neuroprzekaznikiem uktadu nerwowego oraz glukozaminy, gtéwnego sktadnika tkanki
tacznej w stawach, odgrywa istotng rolg W migracji kretka Borrelia do poszczegdlnych
tkanek (Bakker i in., 2006).

Ze wzgledu na pasozytniczy tryb Zzycia bakterii, zdolno$ci metaboliczne
B. burgdorferii s.1. sg bardzo ograniczone 1 s3 w duzym stopniu zalezne od organizmow
kleszcza oraz ssaka. Kretki Borrelia sa auksotrofami, co oznacza, ze nie potrafig
samodzielnie syntetyzowaé niezbednych do funkcjonowania zwigzkéw organicznych,
takich jak aminokwasy, nukleotydy czy kwasy tluszczowe, ktore musza pozyskad
z otoczenia (Fraser i in., 1997; von Lackum i Stevenson, 2005). Ze wzgledu na brak
genow kodujacych enzymy odpowiedzialnych za cykl Krebsa oraz fosforylacje
oksydacyjna, kretki czerpig energie z fermentacji cukrow do kwasu mlekowego w szlaku
Embdena-Meyerhofa-Parnasa  (glikoliza), wykorzystujac  glukoze  pochodzaca
z organizmu gospodarza jako podstawowe zrodto energii (Corona i Schwartz, 2015;

Fraser 1 in., 1997).
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1.3.2. Genom oraz regulacja ekspresji genow Borrelia

Kretki z rodzaju Borrelia posiadaja najbardziej niezwykly i zlozony genom
sposrod wszystkich znanych bakterii, ktory sktada si¢ z jednego chromosomu liniowego
0 dtugosci 900 kpz oraz 9 liniowych i 12 kolistych niestabilnych genetycznie plazmidow
0 acznej dtugosci 600 kpz (Fraser i in., 1997; Casjens i in., 2002). Chromosom zawiera
wigkszo$¢ genow metabolizmu podstawowego i ma stosunkowo stata, konserwatywna
organizacje oraz zawarto$¢. Natomiast plazmidy wykazujg wysoki stopien zmienno$ci
gendéw, ktore nie sg jednakowo reprezentowane we wszystkich szczepach Borrelia.
Dostepne dane wskazuja, ze w materiale genetycznym B. garinii i B. afzelii brakuje
niektorych plazmidow, ktore obecne sa u B. burgdorferi s.s. To wlasnie ta zmiennos¢
materiatu genetycznego Borrelia, dotyczaca kompozycji plazmidéw, uwazana jest
za gtéwna przyczyne roznorodnosci objawow klinicznych boreliozy w roznych regionach
geograficznych (Steere i in., 2016).

Ze wzgledu na zroznicowane warunki bytowania kretka Borrelia, konieczne jest
wykorzystywanie rozmaitych strategii zwigzanych z regulacja ekspresji roznych genow
w celu mozliwos$ci przetrwania bakterii zarbwno w organizmie wektorowym - kleszcza,
jak i organizmie gospodarza — ssaka (Samuels, 2011; Radolf i in., 2012). Zmiany
temperatury, pH, dostepnos$¢ tlenu czy roznych sktadnikow odzywcezych podczas
zerowania kleszcza, stymulujg kretka Borrelia do zmiany miejsca bytowania z kleszcza
na organizm gospodarza, co wigze si¢ z poczatkowym stadium infekcji. Ta zmiana
podyktowana jest obecno$cig alternatywnych czynnikéw transkrypcyjnych, ktore
obejmuja czynnik ¢°> - RpoS (ang. RNA polymerase factor S) oraz czynnik
oV (6 - RpoN (ang. RNA polymerase factor N). Wykazano, ze pod wptywem zmian
srodowiskowych dochodzi do aktywacji czynnika transkrypcyjnego o™ (6°4) - RpoN,
ktory wraz z biatkiem Rrp2 (ang. respons regulatory protein 2) aktywuje ekspresje genu
rpoS, tym samym umozliwiajac synteze czynnika ¢° - RpoS (Hubner i in., 2001).
Z tego wzgledu, ze czynnik o® - RpoS pelni funkcje regulatora genéw odpowiedzialnych
za wirulencje bakterii (migdzy innymi: ospC, dbpA, ospF, bbk32), mozna przypuszczac,
ze wilasnie $ciezka regulacyjna Rrp2-RpoN-RpoS pemni kluczowa role dla syntezy
poszczeg6lnych lipoprotein powierzchniowych umozliwiajacych zainicjowanie infekcji
gospodarza (Caimano i in., 2019). Nalezy podkresli¢, ze mutanty Borrelia pozbawione
mozliwosci syntezy czynnikow RpoN oraz RpoS mogty z powodzeniem kolonizowaé

jelito kleszcza, ale byly pozbawione mozliwosci zasiedlania $linianek Kkleszcza oraz
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infekowania organizmu zywiciela (kregowca) (Fisher i in., 2005; Dunham-Ems i in.,
2012).

Warto rowniez zwrdci¢ uwage na grupe biatek Fur (ang. ferric uptake regulator)
w komorkach prokariotycznych petnigcych role waznych regulatorow transkrypcii,
ktorych gtowna funkcja jest represja ekspresji réoznych genéw (Sevilla i in., 2021).
Rowniez genom Borrelia koduje jeden z homologéow biatka Fur - BosR (ang. Borrelia
oxidative stress regulator), ktore wspoétdziatajac z czynnikim RpoS promuje adaptacje
Borrelia do $rodowiska organizmu gospodarza (ssaka). RpoS powoduje aktywacje
transkrypcji genéw wirulencji, specyficznych dla wczesnych etapoéw infekcji ssaka
(np. genu ospC) , a BosR - represje genow specyficznych dla bytowania kretka
w organizmie wektorowym (np. genu ospA) (Hyde i in., 2009). Regulacja ekspresji
genow 0SpA i ospC jest odwrotnie skorelowana. Gdy kretek przebywa w jelicie kleszcza,
poziom ekspresji genu ospA jest wysoki, a poziom ekspresji genu ospC bardzo niski.
Nastepnie, podczas zerowania kleszcza oraz zwigzanych z tym zmian srodowiskowych,
dochodzi do odwrdcenia profilu ekspresji - rosnie poziom ekspresji genu ospC, a maleje
poziom ekspresji genu ospA. Obserwacje te sa zgodne z hipoteza, ze strategia Borrelia,
umozliwiajaca ochrong przed wrodzong odpornoscig organizmu wektora i gospodarza,
jest produkcja okreslonych lipoprotein w zaleznosci od miejsca bytowania bakterii.
Oprocz gendéw O0SpA i ospC w genomie Borrelia istnieje cate spektrum genow
odpowiedzialnych za produkcje wielu zréznicowanych biatek powierzchniowych,
ktorych poziom ekspresji zmienia si¢ w trakcie cyklu enzootycznego bakterii (Sevilla
iin., 2021).

Podkresla si¢ role dwoch wewnatrzkomérkowych czynnikow: tetrafosforanu
i pentafosforanu guanozyny, okreslanych wspoélnie jako (p)ppGpp, oraz cyklicznego
dimerycznego guanozyno-5’-monofosforanu (c-di-GMP). Uwaza si¢, ze te kluczowe
czasteczki sygnatowe przyczyniajg si¢ do globalnych zmian ekspresji genéw bakterii,
co umozliwia jej adaptacj¢ oraz mozliwos¢ przezycia W niesprzyjajacych warunkach
(Drecktrah i in., 2015). Poziomy (p)ppGpp sa regulowane przez dwufunkcyjny enzym
Relgoy, ktory dziata zaré6wno jako syntetaza, jak i hydrolaza czasteczek (p)ppGpp,
a regulacja ta nastepuje W wyniku odpowiedzi bakterii na stresory srodowiskowe.
Wykazano, ze obecnos$¢ (p)ppGpp wplywa na zwiekszenie ekspresji genow, ktore
sprzyjaja przetrwaniu Borrelia w organizmie kleszcza Ixodes. Ponadto jako dodatkowy
regulator transkrypcji wymienia si¢ rowniez DksA (ang. DnaK suppressor protein A),

ktory prowadzi do zmiany ekspresji genéw pod wptywem niesprzyjajacych czynnikow
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srodowiskowych (Boyle i in., 2019). Wspotdziatanie Relgpy 0raz DskA umozliwia taka
regulacje ekspresji genéw Borrelia, dzigki ktorej bakteria przystosowuje sig
do warunkéw panujgcych w organizmie kleszcza (Boyle i in., 2019; Pal i in., 2020).
Wspomniany powyzej c-di-GMP pelni role regulatora, ktory wptywa na poziom ekspresji
gendw, ruchliwosé czy przezycie Borrelia w organizmie kleszcza (Kostick i in., 2011;
Kostick-Dunn i in., 2018). Synteza c-di-GMP jest mozliwa dzigki obecnosci cyklazy
guanylowej Rrpl, ktora jest sktadnikiem kolejnego systemu regulatorowego Borrelia
Hk1-Rrpl. Okazuje si¢ rowniez, ze mutanty rrpl sg niezdolne do syntezy c-di-GMP,
co uniemozliwia przetrwanie Borrelia w organizmie kleszcza, bgdacego w trakcie
zerowania. Podsumowujac, aby dostosowac si¢ do zmiennego srodowiska i w nim
przetrwaé, bakteria uruchamia wiele alternatywnych s$ciezek regulacji ekspresji genow
(Caimano i in., 2015).

1.3.3. Bialka powierzchniowe — wyjatkowa cecha Borrelia

Bakterie nalezace do rodzaju Borrelia burgdorferi s. I. zasiedlajg zaréwno
organizm kleszcza, jak i organizm krggowca, co podkresla ich ogromny adaptacyjny
potencjal. Badania in vitro wskazuja, ze Borrelia reaguje na zmiany s$rodowiska
zewnetrznego (pH czy temperatura), a reakcje te sg glownie zwigzane ze zmianami
poziomu produkcji réznych biatek powierzchniowych — Osp (ang. outer surface
proteins). Sa to bialka podlegajace potranslacyjnej modyfikacji lipidowej, nalezace
do grupy lipoprotein (Caine i Coburn, 2016). Kretek Borrelia produkuje okoto
150 lipoprotein (ktorych sekwencje kodujace stanowig 8% genomu kretka), a okoto
dwie trzecie tej grupy stanowig biatka eksportowane na powierzchni¢ komorki
(lipoproteiny powierzchniowe), podczas gdy pozostate biatka sg zatrzymywane
w przestrzeni peryplazmatycznej (lipoproteiny peryplazmatyczne) (Dowdell i in., 2017;
Pal i in., 2020; Setubal i in., 2006).

Sekwencjonowanie genomu Borrelia potwierdzilo obecnos¢ gendéw kodujacych
biatka, ktére wchodzg w sktad bakteryjnych systemow sekrecji. W sktad tych systemow
wchodzg sekwencje sygnatowe, ktorych funkcjg jest kierowanie niedojrzalych form
bialek na powierzchni¢ komorki bakteryjnej. Sekwencje sygnatowe (okoto 20 aa)
znajduja sie na koncu aminowym biatka i sg rozpoznawane przez kompleks wydzielniczy
SecY, ktory wchodzi w interakcje z sekwencja sygnatowa, kierujgc tancuch

polipeptydowy do kompleksu translokazy w btonie cytoplazmatycznej. Nastgpnie biatko
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SecA wiaze peptyd sygnalowy niedojrzatego biatka, umozliwiajac jego eksport przez
blon¢ cytoplazmatyczna kretka za posrednictwem kanatu transbtonowego (Haake
1 Zuckert, 2017). Podczas translokacji biatek przez wewngtrzng btone komorki
bakteryjnej ulegaja one konwersji do lipoprotein z udziatem trzech enzyméw. Pierwszy
enzym, transferaza diacyloglicerolowa, rozpoznaje sekwencj¢ sygnatowa i przylacza
dwie czasteczki lipidéw do reszty tiolowej N-koncowej cysteiny. Nastepnie sekwencja ta
jest ponownie rozpoznawana przez kolejny enzym, peptydaze sygnatowsa, ktéra usuwa
peptyd sygnatowy poprzedzajacy modyfikowana cysteing. Natomiast trzeci enzym,
N-acetylotransferaza, wigze trzecia czasteczke lipidu z N-koncowg cysteing. Przytaczone
kwasy thuszczowe na koncu aminowym lipoproteiny stuza jako ,.kotwice”, umozliwiajace
przymocowanie biatka w btonie komorkowej bakterii (Haake, 2000; Haake 1 Ziickert,
2017).

Produkcja biatek powierzchniowych przez Borrelia jest indukowana zaleznie
od aktualnego etapu cyklu zyciowego. Mechanizmy regulacji ekspresji genéw Borrelia
opisano w Rozdziale 1.3.2. Pojawienie si¢ okre§lonych zestawow lipoprotein
na powierzchni kretka jest niezbedne, aby bakteria mogta zasiedla¢ przewod pokarmowy
Kleszcza, migrowac i kolonizowaé gruczoty $linowe wektora, wnika¢ do krwiobiegu
zywiciela, unika¢ ataku immunologicznego ze strony zywiciela czy zasiedla¢ docelowe
tkanki (Caine i Coburn, 2016).

Pierwsze zidentyfikowane biatka powierzchniowe Borrelia to OspA oraz OspB,
ktorych geny ospA i ospB ulegaja ekspresji z tego samego liniowego plazmidu Ip54.
Dodatkowo biatka OspA oraz OspB charakteryzuja si¢ wysokim poziomem
podobienstwa zar6wno W przypadku sekwencji aminokwasowych (identycznosé
sekwencji na poziomie okoto 50%), jak i struktur poszczegdlnych biatek (Becker i in.,
2005). Z przeprowadzonych badan in vitro wynika, ze rekombinowane OspA i OspB
wigza biatka wyizolowane z tkanek jelita srodkowego kleszczy (Fikrig i in., 2004; Pal
i in., 2000). Opisano migdzy innymi oddziatywanie pomigdzy biatkami OSpA - TROSPA
(ang. the tick receptor for outer surface protein A) pochodzacego z nabtonka jelita
kleszcza, dzigki ktoremu Borrelia skutecznie zasiedla jelito stawonoga (Urbanowicz i in.,
2016). Kolejne badania z udziatem genetycznych mutantow kretka pozbawionych
mozliwo$ci syntezy biatek OspA i OspB pokazaty natomiast, ze brak tych biatek wptywa
na uposledzenie zdolnosci kolonizacji jelita przez Borrelia (Pal i in., 2004). Pomimo ze
obecnos$¢ samego biatka OSpA na powierzchni kretka jest wystarczajaca, aby bakteria

kolonizowata tkanki jelita srodkowego Kleszcza, to udziat obu tych biatek wzmacnia ten
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efekt (Yang i in., 2004). W przeciggu 36-48 godzin od rozpoczecia zerowania Kleszcza
poziom ekspresji genu O0sSpA obniza si¢, natomiast ekspresja genu ospC ulega
zwickszeniu. Dlatego po tym czasie to lipoproteina OspC jest licznie reprezentowana
na powierzchni kretka. Na tym etapie rola biatek OspA i OspB zmniejsza si¢, a OspC
umozliwia migracj¢ kretka z jelita do $linianek kleszcza oraz kolonizacje Borrelia
organizmu ssaczego na wczesnych etapach infekcji (Kenedy i in., 2012).

Przyktadem innej lipoproteiny powierzchniowej jest biatko OspD, ktérego gen
ulega ekspresji z plazmidu liniowego Ip38. Wykazano, ze ekspresja genu ospD znacznie
zmienia si¢ w odpowiedzi na bodzce $rodowiskowe, a zmiana temperatury z 23°C
na 35°C powoduje az 13-krotne obnizenie poziomu ekspresji tego genu (Ojaimi i in.,
2003). Dodatkowo na zmniejszenie ekspresji genu maja takze wptyw inne blizej nieznane
sygnaly specyficzne ze strony organizmu ssaczego, co wskazuje, ze biatko OspD
prawdopodobnie nie petni istotnych funkcji w trakcie infekcji organizmu ssaczego przez
kretka (Li 1 in., 2013). Inne doniesienia naukowe pokazuja, ze réznica miedzy
najwyzszym oraz najnizszym poziomem ekspresji genu ospD jest nawet 500-krotna.
Najwyzszy poziom ekspresji tego genu zaobserwowano u kretka Borrelia wkrétce
po zakonczeniu zeru przez kleszcza, z kolei najnizszy poziom ekspresji obserwowano
podczas kolonizacji réznych tkanek organizmu mysiego. Ponadto nie zaobserwowano
istotnych zmian w skutecznos$ci infekowania organizmu mysiego mi¢dzy mutantami
kretka Borrelia pozbawionych genu ospD, odpowiedzialnego za produkcje¢ biatka OspD,
a typem dzikim kretka (Li 1 in., 2007). Ze wzgledu na wyraznie wyzsza produkcje biatka
OspD w temperaturze 23°C oraz brak wpltywu OspD na wirulencje kretka Borrelia,
mozna przypuszczaé, ze biatko to petni gtowne funkcje zwigzane z kolonizacja kretka
w organizmie kleszcza (Tokarz i in., 2004).

Na powierzchni kregtka zaobserwowano réwniez adhezyny DbpA (ang. decorin-
binding protein A) oraz DbpB (ang. decorin-binding protein B), ktore wiaza dekoryne —
biatko gospodarza, a ich geny zlokalizowane sa na liniowym plazmidzie 1p54 Borrelia.
Poziom ekspresji genéw kodujacych dbpA i dbpB ro$nie wraz ze zmiang temperatury
z 23°C do 37°C. Dekoryna jest proteoglikanem, ktory stanowi sktadnik tkanki tacznej,
wigze si¢ rowniez z wldknami kolagenowymi oraz odgrywa wazng role w tworzeniu
struktury macierzy zewnatrzkomorkowej (Salo 1 in., 2011). Wigzanie dekoryny przez
bialkka DbpA 1 DbpB odgrywa istotng role w rozprzestrzenianiu si¢ Borrelia
1 prawdopodobnie umozliwia kolonizacj¢ organizmu ssaczego przez bakterie.

Zasugerowano rowniez, ze tkanki bogate w dekoryn¢ moga stanowi¢ pewnego rodzaju
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miejsca ochronne dla Borrelia (Liang i in., 2004). Wyniki eksperymentéw wskazuja,
ze biatka DbpA i DbpB odgrywaja kluczowa role w pdzniejszych stadiach infekcji,
podczas rozprzestrzeniania si¢ kretka w organizmie czy zasiedlania tkanek szczegdlnie
bogatych w dekoryng. Prawdopodobnie biatka te nie sg istotne podczas inicjowania
infekcji u organizméw ssakéw na poczatkowym jej stadium. Przeprowadzone badania
mutantow Borrelia, pozbawionych mozliwo$ci syntezy tych biatek, pokazaty, ze pomimo
braku obecnosci DbpA i1 DbpB kretek byt w stanie infekowaé myszy (chociaz mniej
wydajnie), ale kolonizacja odleglych narzadéw byla mniej wydajna niz w przypadku
szczepu dzikiego (Imai i in., 2013; Salo i in., 2011). Podobne funkcje pelnig réwniez inne
dobrze poznane adhezyny wiazace fibronektyng: BBK32 oraz Rev2. Badania mutantow
wskazaty, ze kretki z niedoborem biatka powierzchniowego Rev2 charakteryzujg si¢
mniejszg mozliwo$cig rozprzestrzeniania w organizmie gospodarza, a te z niedoborem
BBK32 wykazuja znaczny spadek kolonizacji organizmu myszy w poréwnaniu
ze szczepami dzikimi Borrelia (Byram i in., 2015; Seshu i in., 2006).

Powyzej przedstawiono zaledwie kilka przykladow bialek powierzchniowych
Borrelia, aby zobrazowaé niezwykla zlozonos¢ i1 funkcje tej grupy biatek. Zaleznos¢
ekspresji genéw kodujacych lipoproteiny od warunkow $rodowiskowych daje kretkowi
niezwykte mozliwosci przystosowawcze, dzigki ktorym zasiedla on dwa zréznicowane
srodowiska, mianowicie organizm wektorowy (stawonogi) oraz ssaczy organizm

gospodarza.
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1.4. Lipoproteina powierzchniowa OspC

Lipoproteina powierzchniowa OspC (ang. Outer surface protein C) nalezy
do najbardziej zréznicowanej grupy biatek powierzchniowych produkowanych przez
Borrelia burgdorferi s.I. Polimorfizm biatek OspC jest obserwowalny nawet w obrgbie
szczepOw nalezacych do jednego gatunku czy zebranych z jednego obszaru
geograficznego. Gen ospC zlokalizowany jest na kolistym plazmidzie cp26 i koduje
biatko 0 masie okoto 22 kDa (Marconi i in., 1993).

Na podstawie analiz porownawczych genéw 0spC udowodniono, ze cechuje je
wyjatkowo duza zmienno$¢ genetyczna, ktorg réwniez obserwuje si¢ na poziomie
sekwencji aminokwasowej. Te analizy pozwolity na wyodrgbnienie 21 grup (wariantow)
genotypow 0spC wsrod B. burgdorferi s.s. Wykazano, ze grupy te roznig sig
pod wzgledem ekologicznym i epidemiologicznym, co sugeruje, ze Kklasyfikacja
genotypow W obrebie B. burgdorferi s.s. jest istotna dla rozumienia podstawowej biologii
kretka (Seinost i in., 1999; Wang i in., 1999). Dalsze badania wykazaty, ze sposrod tych
21 grup, niektore genotypy charakteryzuja si¢ wysokim poziomem infekcyjnosci
u czltowieka, co wigze si¢ z wielouktadowym przebiegiem choroby. U ponad 80%
pacjentow ze zdiagnozowang postacia rozsiang boreliozy identyfikowano genotypy ospC
B. burgdorferi s.s. nalezace W szczeg6lnosci do grup A, B, | lub K. Uznano zatem,
ze wymienione warianty genow ospC Borrelia odgrywaja kluczowa role w etiologii
choroby (Seinost i in., 1999; Wang i in., 1999; Wormser i in., 2008). P6Zniejsze analizy
sekwencji nukleotydowych genu ospC B. burgdorferi s. s. wskazaly, ze nalezy
wyodrebni¢ jeszcze genotyp H, ktory rowniez manifestuje objawy boreliozy, cho¢ jego
udzial w etiologii choroby jest stosunkowo rzadki (Wormser i in., 2008). Podziat
na powyzsze grupy ospC stat sie uniwersalnym systemem typowania szczepow
B. burgdorferi s. s., jednak dotyczy on tylko tego gatunku. Kolejne badania majace
na celu wyodrebnianie genotypoéw Borrelia, uwzgledniajgce takze gatunki takie jak
B. afzelii i B. garinii, pozwolily na poszerzenie liczby wariantow do 69, cho¢ zdaje si¢
liczba ta bedzie w dalszym ciggu rosna¢ (Lagal i in., 2003).

Sekwencje aminokwasowe biatka OspC pochodzace z roznych gatunkow
Borrelia mogg rdzni¢ si¢ nawet o 20-45%, ale mimo tej zmiennosci, ich struktury
charakteryzuja si¢ bardzo wysokim podobienstwem (Eicken i in., 2001; Kumaran 1i in.,
2001b). Na podstawie badan krystalograficznych udowodniono, Ze pojedyncza

czasteczka biatka OspC (monomer) jest zbudowana prawie w catosci z helis alfa —
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zawiera cztery dlugie helisy (al, a2, a3, a5) oraz piatg, krotka (ad) (Rycina 1.2.).
Z wyjatkiem helisy a4 i a5, pozostate helisy utozone sg wzgledem siebie antyrownolegle.
W natywnych warunkach biatko OspC tworzy homodimer, zbudowany z dwoéch
identycznych monomerow, co sugeruje, ze petni funkcje biologiczne whasnie jako dimer.
Interakcje, ktore prowadzg do powstania dimeru, zachodzg pomigdzy helisami al i al’
monomerdéw, ktore sa wzgledem siebie réwnoleglte. Dodatkowo mozna réwniez
zaobserwowac¢ interakcje migdzy helisami al | a2’ oraz petlg taczacg helisy al i a2
a helisa a3’. Kluczowe interakcje dla utworzenia dimeru sg prawie catkowicie
hydrofobowe. Koniec aminowy i karboksylowy biatka OspC znajduja si¢ blisko siebie,
co moze wskazywac, ze koniec karboksylowy utozony jest w poblizu blony zewngetrzne;,
w ktorej zakotwiczony jest koniec aminowy biatka (Eicken i in., 2001; Kumaran 1i in.,
2001a; Kumaran i in., 2001b). W obrebie aktywnego dimeru biatka OspC zlokalizowano
dwa charakterystyczne miejsca, ktore prawdopodobnie sa waznymi domenami
wigzacymi ligandy: LBD1 (ang. ligand binding domain 1) oraz LBD2 (ang. ligand
binding domain 2). Domen¢ LBDI1 tworza dwie helisy al i al’ sasiadujacych
monomeréw (Rycina 1.2). W tej domenie zaobserwowano konserwatywny region
sktadajacy si¢ z poszczegdlnych aminokwasoéw: K60, E61 i E63, ktore prawdopodobnie
biorg udzial w wigzaniu ligandu, albo wplywaja na wiasciwosci fizykochemiczne
domeny, umozliwiajac to wigzanie. Wykazano, ze szczep B31 Borrelia, w ktorym
przeprowadzono substytucj¢ aminokwasow E61Q oraz E63Q, tracit zdolno$¢
infekowania myszy. Warto zauwazy¢, ze wystarczyta mutacja tylko w obrebie
aminokwasu E61, aby bakteria calkowicie utracita zdolnos$¢ infekowania, co podkresla
istotng i krytyczna role tego aminokwasu. Natomiast domena LBD2, zlokalizowana
w ,koronie” dimeru biatka OspC, wykazuje wigksze zrdznicowanie pod wzgledem
sekwencji aminokwasowych, cho¢ jej potencjalna funkcja pozostaje nieznana (Earnhart
i in., 2010).

Mapowanie epitopow biatka OspC ujawnito kluczowe regiony, takie jak petla LS,
obejmujacg helise a3 (130 - 150 aa), oraz region HS5, obejmujacy helisg¢ a5. Warto
podkresli¢, ze wspomniane epitopy charakteryzujg si¢ znacznym polimorfizmem, wigc
ich sekwencje roznig si¢ u poszczegdlnych typoéw infekcyjnych Borrelia. Wykazano,
ze te fragmenty biatka eksponowane sg na jego powierzchni i mogg by¢ rozpoznawane
przez  przeciwciata  uktadu  odpornosciowego  gospodarza. Ze  wzgledu
na immunoreaktywny charakter, epitopy L5 1 HS, stanowig potencjalne miejsce wigzania

ligandéw (Buckles i in., 2006; Earnhart i in., 2005). Dzieki wysokiej immunogenno$ci
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epitopy L5 1 H5 zostaty wybrane jako gtowne sktadniki szczepionki przeciwko boreliozie.
Przyktadem jest szczepionka dla psow VANGUARD, ktora skutecznie chroni przed
infekcjg Borrelia burgdorferi s.s. Szepionka ta oparta jest na bazie 7 réznych epitopow
L5 1 H5 oraz biatka OspA (Marconi i in., 2020).

Zréznicowana dystrybucja tadunkoéw na powierzchni biatek OspC pochodzacych
z roznych grup B. burgdorferi s.s. jest interesujgcym zagadnieniem. Obserwacje
wskazuja, ze szczepy infekcyjne, takie jak HB19 (grupa I) 1 B31 (grupa A), posiadajg
na powierzchni biatka OspC wysoce ujemny region. Taki region nie wystepuje w biatku
OspC szczepu nieinwazyjnego 212 (grupa Q). To sugeruje, ze réznice w tadunkach
powierzchniowych OspC mogg mie¢ istotne znaczenie w mechanizmie infekcji

powodowanej przez Borrelia (Kumaran i in., 2001b).
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Rycina 1.2. Bialko OspC ze szczepu B31 B. burgdorferi s.s. (PDB:1GGQ). A — Struktura
krystalograficzna bialka OspC. Kolorem czerwonym zaznaczono aminokwasy o0 tadunku
ujemnym (Glu i Asp), czarnymi okregami 0znaczono domeny wiazace LBD1 i LBD2 (Earnhart
i in., 2010). B — Przewidywana dystrybucja tadunkéw na powierzchni biatka OspC. Kolorem
rézowym oznaczono tadunek dodatni, a kolorem turkusowym oznaczono tadunek ujemny.
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Biatko OspC jest jednym z dominujacych antygenow na powierzchni kretka
B. burgdorferi s. I. i jest uwazane za wazny czynnik wirulencji Borrelia (Wilske i in.,
1993). Chociaz rola OspC w dalszym ciggu jest tylko czeSciowo poznana, wykazano,
ze jest ono niezbedne na wczesnych etapach infekcji, wspomaga rozprzestrzenianie si¢
kretka oraz moze chroni¢ Borrelia przed fagocytoza przez makrofagi (Carrasco i in,
2015).

Ekspresja ospC jest indukowana w ciggu 36-48 godzin od rozpoczg¢cia zerowania
kleszcza na organizmie zywiciela, a osigga Szczytowe wartosci na wczesnych etapach
infekcji organizmu ssaka (Caimano i in., 2019; Xiang i in., 2017). Dodatkowo
stwierdzono, ze synteza biatka OspC jest indukowana w temperaturze 32-37°C,
ale nie przy 24°C (Schwan i in., 1995; Xiang i in., 2017). Warto takze zaznaczyc¢,
ze mutanty Borrelia pozbawione mozliwosci syntezy biatka OspC, tracg zdolno$¢
infekowania organizmu myszy, a w ciggu 20-30 minut od zaszczepienia myszy
delecyjnym szczepem Borrelia jest on usuwany z organizmu, w przeciwienstwie do typu
dzikiego (Caine i Coburn, 2015; Caine i in., 2017).

Na weczesnych stadiach infekcji, kretki obecne we krwi ssaka musza
przeciwstawia¢ si¢ reakcjom nieswoistej odpowiedzi odpornosciowej gospodarza.
B. burgdorferi jest w stanie wigzaé na swojej powierzchni wiele czynnikéw
pochodzacych z organizmu zywiciela, tworzac ,,ptaszcz” ochronny przed dziataniem
uktadu immunologicznego ssaka. Ponadto wykazano, ze gatunki Borrelia charakteryzuja
si¢ r6zng wrazliwoscig na ludzka surowicg. W szczegdlnosci B. burgdorferi ujawnia
znacznie mniejszg wrazliwos¢ na reakcje uktadu immunologicznego gospodarza
w poréwnaniu do B. garinii (Caine i in., 2017; Kurtenbach i in., 2002; van Dam i in.,
1997).

Badania sugerujg, ze lipoproteina OspC jest biatkiem wielofunkcyjnym.
Potwierdzono, ze OspC moze wigza¢ rozne ligandy pochodzace z organizmu kleszcza
oraz ssaka. Przyktadami takich biatek sg Salpl5 (biatko $liny kleszcza), plazminogen
czy biatko uktadu dopetniacza C4b. Mozliwos¢ wigzania tych ligandow przez OspC moze
utatwia¢ Borrelia inwazje tkanek, zaktoca¢ dziatanie limfocytow czy hamowac klasyczna
oraz lektynowa droge uktadu dopetniacza (Lin i in., 2020; O’Bier i in., 2021). OspC,
podobnie jak wickszos¢ biatek powierzchniowych Borrelia, ma charakter plejotropowy
I pelni kilka funkcji podczas infekowania organizmu gospodarza. Taka réznorodnos¢
funkcji OspC moze istotnie zwigkszaé szans¢ przezycia bakterii w organizmie

gospodarza oraz przeciwstawi¢ si¢ tak roznym mechanizmom obronnym.
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1.5. Oddzialywanie bialka OspC z przykladowymi ligandami bialkowymi
1.5.1. Plazminogen

Jednym ze sktadnikow osocza kregowcoOw jest plazminogen, bedacy prekursorem
enzymu proteolitycznego — plazminy. Kluczowa rola tych sktadnikéw krwi jest miedzy
innymi degradacja macierzy pozakomorkowej (ang. extracellular matrix, ECM), ktéra
umozliwia migracje komorek eukariotycznych w organizmie (Plow i in., 1999). Okazuje
si¢, ze skladniki te mogg by¢ wykorzystywane przez wiele patogennych gatunkéw
bakterii podczas infekowania organizméw kregowcow (Sun, 2004). Wykorzystanie
enzymu proteolitycznego pochodzacego od gospodarza pozwala bakteriom na skuteczng
migracj¢ w obrebie organizmu, jednocze$nie nie wywotujac ostrej odpowiedzi zapalnej
na wczesnych etapach infekcji (Onder i in., 2012). Wykazano, ze bakterie zakazZne takie
jak Yersinia pestis, Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus czy Streptococcus
pyogenes wykorzystuja plazmine pochodzaca od organizmu gospodarza w celu migracji
wymienionych bakterii oraz penetracji wlasciwych tkanek, a tym samym skutecznej
infekcji organizmu (Sanderson-Smith i in., 2012).

B. burgdorferi s.l. z tatwoscig przenika przez blony podstawne oraz macierz
pozakomodrkowa. Dzigki czemu Borrelia swobodnie przemieszcza si¢ z organizmu
kleszcza do skory wlasciwej organizmu kregowca, a nastepnie przedostaje si¢ do jego
uktadu krwiono$nego. Za posrednictwem naczyn krwionos$nych dociera do odlegtych
tkanek, powodujac rozlegte stany zapalne organizmu (Floden i in., 2011). Badania
eksperymentalne z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych wykazaly, ze zwigzanie
plazminogenu na powierzchni kretka jest niezbedne do skutecznej transmisji Borrelia
z kleszcza do organizmu zywiciela (Coleman i in., 1997). Potwierdzono, Ze biatko OspC
jest biologicznie istotnym receptorem plazminogenu, ktore zarowno wigze plazminogen
(nieaktywny prekursor plazminy), jak i promuje jego konwersj¢ do aktywnej formy
enzymu — plazminy. Warto podkresli¢, ze plazmina zlokalizowana na powierzchni
Borrelia zamienia bakteri¢ w proteolitycznie aktywny organizm zdolny do degradacji
barier tkankowych i nasila rozprzestrzenianie si¢ kretka (Onder i in., 2012). Ponadto
zaobserwowano zmniejszenie mozliwosci infekcyjnych Borrelia u zwierzat
z niedoborem plazminogenu, co podkresla jego istotng role w zwigkszaniu skutecznosci
cyklu infekcyjnego bakterii (Coleman i in., 1997; Floden i in., 2011).

Ciekawym zjawiskiem jest zrdznicowanie powinowactwa biatka OspC

do plazminogenu, ktore zwigzane jest z pochodzeniem biatka OspC z réznych grup
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infekcyjnych B. burgdorferii s.s. Potwierdzono, ze biatka OspC pochodzace
z inwazyjnych szczepéw Borrelia — A i B, wykazuja wigksze powinowactwo
do plazminogenu w poréwnaniu do biatka OspC pochodzacego z nieinwazyjnego

szczepu — F (Lagal i in., 2006).

1.5.2. Bialko ukladu dopelniacza C4b

Jak juz wspominano, Borrelia moze rozprzestrzenia¢ si¢ do odlegtych tkanek,
powodujac rozlegle 1 wiclouktadowe infekcje, a jednym 2z mechanizmow
wykorzystywanym przez te bakterie jest unikanie oddziatywan ze strony uktadu
dopetniacza organizmu gospodarza (Lin i in., 2020). Uktad dopetniacza to zespot wielu
glikoprotein stale obecnych we Kkrwi i pltynach ustrojowych cztowieka, ktore
wspoéltdziatajac z licznymi receptorami i regulatorami, aktywuja reakcje kaskadows.
Obejmuje ona szereg procesow proteolitycznych, w wyniku ktérych utworzony zostaje
kompleks lityczny atakujacy bton¢ bakteryjng (ang. membrane attack complex, MAC).
Do gtownych zadan powyzszego uktadu zaliczamy miedzy innymi liz¢ komorek
bakteryjnych, co stanowi jedng z mozliwo$ci usuwania patogennych czynnikéw przez
organizm. Warto podkreslic, ze uktad dopelniacza jest pierwszg linig obrony
immunologicznej cztowieka i dziata w sposob ciagly w catym organizmie (Zipfel
i Skerka, 2009; Zipfel i in., 2013). Reakcja kaskadowa uktadu dopetniacza moze by¢
aktywowana réznymi drogami: klasyczna, lektynowa lub alternatywna. Istnieje rowniez
wiele mechanizméw regulacyjnych, ktore kontrolujg te reakcje w celu minimalizacji
ryzyka uszkodzenia zdrowych tkanek. Obecnos¢ biatek takich jak czynnik H hamuje
alternatywng $ciezk¢ uktadu dopeiniacza, a biatko wigzace czynnik C4b (ang. C4b-
binding protein, C4BP) oraz inhibitor czynnika C1 odpowiedzialne sa za inhibicje $ciezki
klasycznej oraz lektynowej, gdy w aktualnym czasie nie jest konieczne uruchomienie
reakcji kaskadowej (np. brak zagrazajacych czynnikow patogennych w organizmie)
(Zipfel i Skerka, 2009).

Na podstawie badan in vitro zidentyfikowano silne wigzanie biatka OspC oraz
biatka uktadu dopetniacza C4b (stata wigzania Kq dla kompleksu OspC-C4b wynosita
okoto 414 nM), a dalsze eksperymenty wskazaty, ze interakcja tych dwoch biatek moze
prowadzi¢ do rownoczesnego zahamowania $ciezki klasycznej oraz lektynowej uktadu
dopetniacza. Dodatkowo, zaobserwowano, ze biatko OspC konkuruje z czynnikiem

dopetniacza C2 0 miejsce wigzania bialka C4b, skutecznie obnizajac efektywno$é
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tej interakcji. Wyniki te pozwolity postawi¢ §miatg hipotezg, ze biatko OspC skutecznie
wchodzi w interakcj¢ z biatkiem C4b, tym samym blokujac mozliwos¢ wigzania
natywnego partnera C2, co powoduje przerwanie reakcji kaskadowej uktadu dopetniacza,
umozliwiajgc przezycie B. burgdorferi w krwiobiegu organizmu gospodarza (Caine i in.,
2017; Lin i in., 2020).

Wykazano takze interesujace réznice W mozliwosci wigzania czynnika C4b przez
OspC pochodzace z réznych gatunkow Borrelia. Mianowicie specyficzne wigzanie
OspC-C4b zostalo co prawda odnotowane dla biatka OspC pochodzacego
z B. burgdorferii s.s., lecz w przypadku OspC z B. garinii nie uzyskano wiarygodnych
danych potwierdzajacych utworzenie specyficznego wigzania z czynnikiem C4b (Caine
i in., 2017). Powyzsza obserwacja potwierdza poprzednie hipotezy dotyczace rdznej
wrazliwosci na biatka ludzkiej surowicy poszczegolnych gatunkéw Borrelia. W serii
testbw In vitro potwierdzono, ze gatunek B. burgdorferi s.s. jest odporny
na bakteriobojcza aktywnos¢ ludzkiej surowicy (ang. serum bactericidal activity, SBA),
ktorej dzialanie zalezne jest od uktadu dopeiniacza. Z kolei w przypadku gatunku
B. garinii okazalo si¢, ze charakteryzuje sie on wigksza wrazliwoscia na reakcje ze strony
uktadu odporno$ciowego gospodarza, poniewaz W kontakcie z biatkami ludzkiej
surowicy kretki te byty zabijane. Moze to swiadczy¢ o wykorzystywaniu odmiennych
strategii obronnych przez kretki nalezace do roznych gatunkow Borrelia (van Dam i in.,
1997).

1.5.3. Bialko $liny kleszcza — Salp15

Kleszcze podczas dtugotrwatych zeréw (nawet od 4 do 10 dni) na organizmie
gospodarza musza przeciwdziata¢ licznym reakcjom obronnym organizmu, takim jak
skurcz naczyn krwiono$nych, aktywacja uktadu dopetniacza czy swoista odpowiedz
immunologiczna (Das i in., 2001; Juncadella i Anguita, 2009). W tym celu kleszcze
produkuja w §liniankach wydzieling bogata w wiele czynnikow bioaktywnych, ktore
pelnig réznorodne funkcje: przeciwzapalne, przeciwbolowe, rozkurczajace naczynia
krwiono$ne, immunomodulujace oraz przeciwzakrzepowe, umozliwiajac
przeciwdziatanie mechanizmom obronnym zywiciela (Das i in., 2001; Wen i in., 2020).
Dotychczas scharakteryzowano niewiele z tych czynnikow, cho¢ jednym z najlepiej
poznanych jest biatko $liny kleszcza — Salp15 (ang. salivary gland protein) pochodzace
z kleszcza Ixodes scapularis. Biatko Salp15 jest glikoproteing bogatg w reszty cysteiny,
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ktorego masa molekularna wynosi okoto 15 kDa. Poczatkowo przedstawiono, ze Salp15
charakteryzuje si¢ czeSciowa homologia do dwoch aktywnych regiondéw inhibiny A,
ktora nalezy do wigkszej grupy biatek tzw. nadrodziny transformujgcego czynnika
wzrostu beta (ang. transforming growth factor g, TGF-B). Z tego wzgledu, ze TGF-J jest
odpowiedzialne za hamowanie proliferacji limfocytow T oraz produkcji cytokin,
zasugerowano, ze moze to by¢ rowniez jedna z funkcji biatka Salpl5. Nastepnie
wykazano, ze Salpl5 wiazac si¢ z czgsteczkami CD4 na powierzchni limfocytow T
wywiera hamujacy wplyw na aktywacje i proliferacje limfocytow T oraz obniza
produkcje cytokin, takich jak interleukina 2 (IL-2), ktora jest rowniez waznym
aktywatorem wzrostu limfocytow. Ponadto udokumentowano, ze reakcja biatek Salpl5
i CD4 jest stosunkowo trwata, dzigki czemu biatko Salpl5 przez dtuzszy czas moze
wywiera¢ dziatanie immunosupresyjne, co moze podtrzymywac cykl zyciowy kretka
Borrelia w organizmie cztowieka (Anguita i in., 2002; Juncadella i Anguita, 2009).

Stwierdzono takze obecnos$¢ homologéw biatka Salpl5 u kleszczy z rodzaju
Ixodes ricinus. Przyktadem takiego biatka homologicznego jest Iric-1, ktory wykazuje
okoto 76% identycznos$ci sekwencji z Salpl5. Opisano rowniez dwa kolejne homologi
pochodzace z 1. ricinus: Iric-2 oraz Iric-3, chociaz ich rola nie zostata dostatecznie
scharakteryzowana. Wykazano, ze homologi Salp15 na koncu karboksylowym zawieraja
konserwatywny rejon sktadajacy si¢ z 20 aminokwasow, ktory zaangazowany jest
W wigzane biatka CD4 (Hovius i in., 2008). Oprocz powyzszych biatek opisano takze
homologi Salp15 pochodzace z innych gatunkéw kleszczy nalezacych do rodzaju Ixodes:
I. persulcatus, 1. sinensis czy I. pacificus. Wszystkie te biatka zawierajg konserwatywne
domeny na koncu karboksylowym, co sugeruje, ze naleza one do duzej rodziny Salp15.
Jednakze wysoki poziom zmiennos$ci sekwencji wsrod wymienionych homologéw moze
wskazywac na roézne funkcje tych biatek. Pokazuje to, jak wazna jest dalsza weryfikacja
tych biatek i odkrywanie roli, jaka petnig w kontekscie cyklu enzootycznego Borrelia
(Wang i in, 2014).

Potwierdzono, ze biatko OspC specyficznie wigze biatko Salpl5, co umozliwia
utworzenie na powierzchni kregtka Borrelia pewnego rodzaju powtoki ochronnej przed
wrodzong | swoistg odpowiedzig immunologiczng organizmu gospodarza, zwigkszajac
jednoczesnie Szanse na rozprzestrzenienie si¢ bakterii w organizmie (Chmelar i in., 2016;
Ramamoorthi i in., 2005). Badania in vivo potwierdzity, ze biatko Salpl5 chroni
B. burgdorferi s.s. przed negatywnymi skutkami dziatania przeciwcial w organizmie

gospodarza, a ponadto umozliwia utrzymywanie kretka w organizmie w p6zniejszych
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stadiach infekcji. Podobne wigzanie biatka OspC wykryto z biatkiem Iric-1, co moze
wskazywa¢ na analogiczng role tego homologa (Schuijt i in., 2008). Jednakze
w przypadku tych interakcji zaobserwowano pewne réznice wynikajgce Z zastosowanego
szczepu Borrelia, z ktorego pochodzito biatko OspC. Okazato si¢, ze biatko OspC
pochodzace z B. burgdorferi s.s. wchodzi w silniejsze i bardziej specyficzne interakcje
z biatkiem Salpl5, niz Iric-1. Ponadto w przypadku biatka Iric-1 wykazano
oddziatywania z biatkami OspC pochodzacymi z B. afzelii, B. burgdorferi s.s. oraz
B. garinii. Jednakze w przypadku biatka Salp15 nie wykazano interakcji z biatkami OspC
pochodzacymi z B. afzelii i B. garinii, co potwierdza zaleznoSci wystepujace
w s$rodowisku natrualnym, gdzie 1. scapularis pelni role wektora jedynie
dla B. burgdorferi s.s, a nie dla B. afzelii i B. garinii. (Hovius i in., 2008; Kolb i in., 2015).

Co ciekawe, tylko interakcja biatek Salp15 i Iric-1 z biatkiem OspC pochodzacego
z B. burgdorferi s.s chroni ten szczep bakteryjny przed dziataniem przeciwciat organizmu
gospodarza, a w konsekwencji skutkuje to znacznie wyzsza liczbg kretkow
B. burgdorferii s.s. i cigzszym przebiegiem infekcji w modelach mysich w poréwnaniu
z pozostatymi szczepami (B. afzelii i B. garinii). To zr6znicowanie moze wskazywac
na przewage zdolnosci infekcyjnych szczepu B. burgdorferi s.s. nad pozostaltymi
gatunkami Borrelia w naturalnym $rodowisku oraz na mozliwos¢ stosowania innych
strategii umozliwiajacych przetrwanie r6znym gatunkom kretkow Borrelia w organizmie
gospodarza. Podkre$la to ogromng zlozonos¢ interakcji kleszcz-ssak-patogen oraz
trudnos$ci zwigzane z poznawaniem mechanizmow stosowanych przez Borrelia podczas
infekcji (Schuijt i in., 2008).
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2. CEL PRACY

Wysoka zapadalno$¢ na borelioze jest jedng z kluczowych przyczyn wzrostu
zainteresowania t3 chorobg wsrod naukowcow. Brak skutecznych $rodkéw zaradczych,
takich jak np. szczepionka, podkresla konieczno$¢ kontynuowania badan nad tym
zagadnieniem. Kretek Borrelia jako czynnik sprawczy boreliozy, posiada wyjatkowa
i unikatowg ceche, jakg jest zdolno$¢ do produkcji ogromnej liczby biatek
powierzchniowych. Biatka te umozliwiaja Borrelia przystosowanie si¢ do dwoch
odmiennych $rodowisk — organizmu Kkleszcza (wektora) oraz krggowca (zywiciela).
Odgrywaja one szczegodlnie istotng role W skutecznym infekowaniu organizmu zywiciela
przez Borrelia oraz zwalczaniu reakcji uktadu odpornosciowego. Kluczowe znaczenie na
wczesnych etapach inwazji organizmu ssaka przez Borrelia ma jedna z lipoprotein
powierzchniowych — OspC (ang. outer surface protein C).

Pomimo Ze badania dotyczace OspC trwajg od lat 90-tych, to wigkszo$¢ doniesien
literaturowych koncentruje si¢ wokot biatek OspC pochodzacych z Borrelia burgdorferi
sensu stricto. Natomiast biatka OspC pochodzace z innych gatunkoéw Borrelia cieszg sig
mniejszym zainteresowaniem S$rodowisk naukowych. Ponadto dostepne doniesienia
literaturowe wskazujg na plejotropowy charakter OspC, przy czym dotychczas poznano
jedynie niektore z jego funkcji. Dlatego gtownym celem niniejszej pracy byto poglebienie
wiedzy na temat biatek OspC oraz ich roli w oddzialywaniach z czynnikami wektora
i zywiciela, a takze poszerzenie zakresu badan rowniez o gatunki Borrelia, ktore majg
istotny udzial w etiologii boreliozy na terenach europejskich.

Ponizej przedstawiono zadania szczegétowe, ktore zaplanowano i wykonano

w trakcie realizacji eksperymentalnej czg$ci pracy doktorskie;j.

Zadania szczegbdlowe:

1. Porownanie sekwencji aminokwasowych, struktur i parametrow fizykochemicznych
biatek OspC pochodzacych z czterech réznych gatunkéw nalezacych do grupy
Borrelia burgdorferi sensu lato (Borrelia afzelii, Borrelia burgdorferi sensu stricto,
Borrelia garinii oraz Borrelia spielmanii) oraz wyodrebnienie wystepujacych
miedzy nimi roznic (tj. masa czasteczkowa, teoretyczny punkt izoelektryczny, sktad
aminokwasowy, dystrybucja fadunkow na powierzchni biatek).

2. Zaprojektowanie 1 przygotowanie konstruktow genetycznych do produkcji

rekombinowanych biatek OspC.
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Opracowanie optymalnego protokotu produkcji rekombinowanego biatka OspC
pochodzacego z poszczegdlnych gatunkoéw Borrelia.

Opracowanie optymalnego protokotu produkcji rekombinowanych homologow
biatka $liny kleszcza Salp15 (Iricl, Iric2 oraz Iric3) — ligandow OspC.
Zaprojektowanie oraz wykonanie badan interakcji biatek OspC z ligandami: ludzkim
fibrynogenem oraz biatkami §liny kleszcza I. ricinus: Iricl, Iric2 oraz Iric3.

Badania strukturalne komplekséw OspC z ligandami (Iricl oraz fibrynogen).
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3. MATERIALY I METODY
3.1. Materialy

3.1.1. Lista odczynnikéw chemicznych

Odczynnik

Agar

Agaroza
Akrylamid/bis-akrylamid (37,5:1)
Ampicylina

Barwnik do zelu agarozowego SimplySafe™
Bio-trypton

Blekit bromofenolowy

BSA

Bufor fosforanowy (10x PBS)
CelLytic 10x

Chlorek magnezu

Chlorek sodu

Chloroform

Chlorowodorek tris(2-karboksyetylo)fosfiny (TCEP)
Cyjan ksylenu

Dekstroza

Dimetylosulfotlenek (DMSO)
Diwodorofosforan potasu
Diwodorofosforan sodu

dNTPs

Dodecylosiarczan sodu (SDS)
Etanol

Fenol

Ficoll

Fluorek sodu

Glicerol

Glicyna

Imidazol

Inhibitor proteaz (cOmplete ULTRA tablets, EDTA free)

Producent
BioShop
BioShop
Roth
Sigma
EURX
BioShop
Sigma
BioShop
BioShop
Sigma
Sigma
BioShop
Sigma
BioShop
BioShop
BioShop
Thermo Scientific
BioShop
BioShop
Merck Millipore
BioShop
Sigma
Sigma
Sigma
BioShop
BioShop
BioShop
Molecula

Roche
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Odczynnik
Izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd (IPTG)
Kwas borowy

Kwas etylenodiamino-tetraoctowy (EDTA)
Kwas solny

Nadsiarczan amonu (APS)

Octan amonu

Octan sodu

Pozywka LB (Luria Broth)

Roztwor do wybarwiania zeli (Page Blue Staining)
Tetrametyloetylenodiamina (TEMED)

Tris

Tween20

Wodorofosforan potasu

Wyciag drozdzowy

B-mercaptoetanol

Producent
Merck Millipore
BioShop
BioShop
BioShop
Biorad
BioShop
BioShop
BioShop
Fermentas
Serva
BioShop
BioShop
BioShop
BioShop

Sigma
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3.1.2. Bufory i roztwory

e Roztwory do izolacji plazmidow w matej skali

Roztwor ALM1 (500 ml)

50 mM dekstroza 45¢g
10 mM EDTA 1,46 g
25 mM Tris 1519

Dopetniono woda do 500 ml.

Roztwor ALM2 (10 ml)
1% SDS 1 ml (10% SDS)

0,2 M NaOH 1 ml (2M NaOH)
Dopetniono wodg do 10 ml. Roztwdor ALM?2 sporzadzano bezposrednio przed uzyciem.

e Bufor do rozdziatu elektroforetycznego kwaséw nukleinowych

Bufor 10x (1000 ml)

0,89 M Tris 108 g
0,89 M kwas borowy 55¢g
0,02 M EDTA 584 ¢

Dopetniono woda do 1000 ml.

e Bufor do rozdziatu elektroforetycznego bialek w warunkach denaturujacych

(SDS-PAGE)

Bufor 10x (1000 ml)

0,25 M Tris 303 ¢g
1,92 M glicyna 1441 g
1% SDS 10g

Dopetniono wodg do 1000 ml.
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Bufory obcigzajace

Bufor obcigzajqcy do rozdziatu elektroforetycznego kwasow nukleinowych

Bufor 6x (10 ml)
10 mM Tris-HCI, pH 7,5 0,1 ml (1 M Tris)
50 mM EDTA 1 ml (0,5 M EDTA)
10% Ficoll400 lg
0,25% bflekit bromofenolowy 25 mg
0,25% cyjan ksylenu 25 mg

Dopetniono woda do 10 ml.

Bufor obcigzajgcy do  rozdzialu elektroforetycznego bialek w  warunkach

denaturujgcych
Bufor 4x (10 ml)
250 mM Tris-HCI, pH 6,8 2,5 ml (1 M Tris)
20% B-merkaptoetanol 2 ml
8% SDS 0,8¢g
0,15% bflekit bromofenolowy 15 mg
40% glicerol 4 ml

Dopelniono wodg do 10 ml.

Bufor do lizy komorek bakteryjnych E. coli

Izolacja biatek OspC

Do izolacji bialek OspC_NA19 wykorzystywanych w celu badania oddziatywan
z ligandami metoda MST wykorzystywano bufory na bazie roztworu Tris-HCI
pH 7,5. W przypadku izolacji biatek OspC _NA35-37 wykorzystywanych do badan
strukturalnych dostosowywano pH roztworu Tris-HC1 w zaleznosci od wtasciwosci

danego bialtka (pI).
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Bufor do lizy (1000 ml)

50 mM Tris-HCl 50 ml (1 M Tris-HCI)
500 mM NaCl 125 ml (4 M NaCl)
20 mM imidazol 10 ml (2 M imidazol)

1 mM TCEP 2 ml (0,5 M TCEP)

Dopetiono woda do 1000 ml. Po zawieszeniu bakterii w buforze do lizy dodawano 1 pl

nukleazy (250 U) oraz 0,2 mg/ml lizozymu.

Izolacja biatek Iric 1, 2, 3 w warunkach natywnych

Bufor do lizy (1000 mi)

50 mM Tris-HCl 50 ml (1 M Tris-HCI)
1 M NaCl 250 ml (4 M NaCl)
20 mM imidazol 10 ml (2 M imidazol)

Dopetiono woda do 1000 ml. Do przygotowanego buforu dodawano komercyjny inhibitor
proteaz cOmplete ULTRA tablets, EDTA free (Roche), 1 tabletke do 50 ml buforu.

Nastepnie, po zawieszeniu bakterii w buforze do lizy, dodawano 1 pl nukleazy (250 U).

Izolacja bialek Iric 1, 2, 3 w warunkach denaturujgcych

Bufor pluczacy 1 (1000 mi)

50 mM Tris-HCI 50 ml (1 M Tris-HCI)
500 mM NaCl 125 ml (4 M NaCl)
1 M mocznik 125 ml (8 M mocznik)
1% Tween 20 1 ml
1 mM EDTA 2ml (0,5 M EDTA)

Dopetniono woda do 1000 ml.

Bufor pluczacy 2 (1000 ml)
50 mM Tris-HCI 50 ml (1 M Tris-HCI)
500 mM NaCl 125 ml (4 M NaCl)
Dopetniono woda do 1000 ml.
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Bufor ekstrakcyjny (1000 mli)

50 mM Tris-HCl 50 ml (1 M Tris-HCI)
7,6 M mocznik 950 ml (8 M mocznik)
0,350 ml (14,3 M B-

5 mM B-merkaptoetanol merkaptoetanol)

Bufor dializacyjny 1 — renaturacja (1000 mi)

25 mM Tris-HCl 25 ml (1 M Tris-HCI)
100 mM NaCl 25 ml (4 M NaCl)
2,5% M glicerol 50 ml (50% glicerol)
1 mM TCEP 2 ml (0,5M TCEP)
0,5 mM EDTA 1 ml (0,5M EDTA)

Dopetniono wodg do 1000 ml.

Bufory stosowane w chromatografii powinowactwa biatek do zloza

z immobilizowanymi jonami niklu

Bufor ptuczgcy w warunkach natywnych

Bufor pluczacy (1000 ml)

50 mM Tris-HCl 50 ml (1 M Tris-HCI)
500 mM NaCl 125 ml (4 M NaCl)
20 mM imidazol 10 ml (2 M imidazol)

Dopetniono woda do 1000 ml.

Bufor pluczacy (1000 ml)
1x PBS 100 ml (10x PBS)

20 mM imidazol 10 ml (2 M imidazol)
Dopetiono woda do 1000 ml.

48



Bufor ptuczgcy w warunkach denaturujgcych

Bufor pluczacy 3 (1000 ml)

50 mM Tris-HCl 50 ml (1 M Tris-HCI)
7 M mocznik 420,42 g
500 mM NaCl 125 ml (4 M NaCl)
20 mM imidazol 10 ml (2 M imidazol)
1 mM TCEP 2 ml (0,5M TCEP)

Dopetniono wodg do 1000 ml.

Bufor wwmywajgcy W warunkach natywnych

Bufor wymywajacy (1000 ml)

50 mM Tris-HCI 50 ml (1 M Tris-HCI)
500 mM NaCl 125 ml (4 M NaCl)
400 mM imidazol 200 ml (2 M imidazol)

Dopetniono woda do 1000 ml.

Bufor wymywajacy (1000 mi)
1x PBS 100 ml (10x PBS)

400 mM imidazol 200 ml (2 M imidazol)
Dopetniono woda do 1000 ml.

Bufor wwmywajacy w warunkach denaturujgcych

Bufor wymywajacy (1000 ml)

50 mM Tris-HCl 50 ml (1 M Tris-HCI)
7 M mocznik 420,42 g
500 mM NaCl 125 ml (4 M NaCl)
400 mM imidazol 200 ml (2 M imidazol)
1 mM TCEP 2 ml (0,5M TCEP)

Dopetniono wodg do 1000 ml.

49



Bufory dializacyjne

Bufor dializacyjny (1000 ml)
50 mM Tris-HCl 50 ml (1 M Tris-HCI)

500 mM NaCl 125 ml (4 M NaCl)
Dopetniono wodg do 1000 ml.

Bufor dializacyjny (1000 ml)

1x PBS 100 ml (10x PBS)
Dopetniono wodg do 1000 ml.

Bufor dializacyjny 2 (1000 ml)

50 mM Tris-HCl 50 ml (1 M Tris-HCI)
200 mM NaCl 50 ml (4 M NaCl)
20 mM imidazol 10 ml (2 M imidazol)

5% glicerol 100 ml (50% glicerol)

Dopetniono woda do 1000 ml.

Bufor do sgczenia molekularnego

Przed przystgpieniem do rozdziatu biatek wszystkie bufory przefiltrowano
wykorzystujgc filtr membranowy o $rednicy poréw 0,22 um oraz odgazowano

stosujac zestaw do filtracji prozniowe;.

W zaleznosci od przeznaczenia oraz rodzaju biatka stosowano odpowiednie pH

roztworu Tris-HCI.

Bufor (1000 mi)
50 mM Tris-HCl 50 ml (1 M Tris-HCI)

150 mM NaCl 37,5 ml (4 M NaCl)
Dopetiono woda do 1000 ml.

W przypadku biatek wykorzystywanych do matokatowego rozpraszania promieni

rentgenowskich (SAXS) rozdziaty biatek prowadzono w buforze fosforanowym

(BioShop).
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Bufor 1x PBS (1000 ml)

1x PBS 100 ml (10x PBS)
Dopetniono wodg do 1000 ml.

Bufor reakcyjny do termoforezy w skali mikro (MST)

Bufor reakcyjny (1000 ml)

50 mM Tris-HCI, pH 7,5 50 ml (1 M Tris-HCI)
150 mM NaCl 37,5 ml (4 M NaCl)
10 mM MgCl, 10 ml (1 M MgCl)
0,05% Tween-20 0,5 ml

Dopetniono wodg do 1000 ml.
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3.1.3. Pozywki

Pozywka plynna LB-Lennox (/000 ml)

Bio-trypton 10g
Wyciag drozdzowy 5¢g
NaCl 5¢g

Dopetniono woda do 1000 ml i sterylizowano w autoklawie. Do schtodzonej pozywki dodawano
odpowiedni antybiotyk do stezenia koncowego 100 ug/ml.

Pozywka stata LB (1000 ml)

Bio-trypton 25¢g
Wyciag drozdzowy 125¢
NaCl 125¢g

Agar 375 ¢

Dopetniono woda do 250 ml i sterylizowano w autoklawie. Otrzymang pozywke schtadzano
do temperatury 60°C, dodawano odpowiedni antybiotyk do stezenia koncowego 100 pg/ml.
Pozywke z antybiotykiem wylewano na sterylne szalki i pozostawiano do zastygnigcia.

Pozywka plynna TB (1000 ml)

Bio-trypton 12¢g

Wyciag drozdzowy 24 ¢

100% Glicerol 4 ml
KH;PO4 231¢g
KoHPO4 12,54 g

Dopetniono woda do 1000 ml i sterylizowano w autoklawie. Do schtodzonej pozywki dodawano

odpowiedni antybiotyk do stezenia koncowego 100 ug/ml.

Pozywka plynna SOC (100 ml)

Bio-trypton 2g
Wyciag drozdzowy 0,5¢g
5 M NaCl 200 pl
2 M MgCl, x 6H,O 500 pl
20% Glukoza 2 ml

Dopetiono woda do 100 ml. Sterylizowano przez filtracje — filtr strzykawkowy 0,22 um
Millex GP (Merck Millipore).
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3.1.4. Zele

e 1% zel agarozowy do rozdziatu elektroforetycznego w statym polu elektrycznym

Skladnik g/50 ml buforu TBE (0,5x)
Agaroza 0,5
Podgrzano w kuchence mikrofalowej, nastgpnie dodano 0,5 ul barwnika SimplySafe™

(EURX) stuzacego do barwienia kwasow nukleinowych.

e Zel poliakrylamidowy (PAA) do rozdziatu elektroforetycznego w warunkach

denaturujacych
5% zel zageszczajgcy
Skladniki Stezenie wyjSciowe ml/8 ml Stezenie koncowe
Tris, pH 6,8 1M 1,0 0,125 M
akrylamid/bis- o o
akrylamid 40% L0 3%
SDS 10% 0,08 0,1%
APS 10% 0,08 0,1%
TEMED - 0,008 -
Woda - 5,832 -
15% zel zageszczajgcy
Skladniki Stezenie wyjSciowe ml/8 ml Stezenie koncowe
Tris, pH 8,8 L,5M 5,0 0,42 M
akrylamid/bis-amid 40% 6,75 15%
SDS 10% 0,2 0,1%
APS 10% 0,2 0,1%
TEMED - 0,012 -
Woda - 5,832 -
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3.1.5. Markery masy

Markery masy kwasow nukleinowych

Perfect™ Plus 1kb DNA Ladder (EURX)
GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher)
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher)

Markery masy bialek

Perfect™ Tricolor Protein Ladder (EURX)

3.1.6. Ztoza/kolumny do chromatografii bialek

Chromatografia powinowactwa biatek do zloza z immobilizowanymi jonami niklu

Ztoze z immobilizowanymi jonami niklu WorkBeads™ 40 Ni-NTA High

Performance Agarose Beads (Bio-Works)

Kolumna do chromatografii cieczowej Luer lock, Non-jacket, bed volume 49 mi
(Sigma)

Sqczenie molekularne

Kolumna HiLoad™ 16/60 Superdex™ 75 prep grade (GE Healthcare)

Kolumna HiLoad™ 16/60 Superdex™ 200 prep grade (GE Healthcare)
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3.1.7. Startery

Tabela 3.1. Stosowane startery

Nazwa startera

Sekwencja (5’-3”)

Tm

Dhugosé

Startery wykorzystywane do kontroli poprawnosci konstruktéw oraz sekwencjonowania

M13 5

M13 3

T75

T73

OspC 5’

OspC 3°

GTAAAACGACGGCCAGT

CAGGAAACAGCTATGAC

TAATACGACTCACTATAGGG

TAGTTATTGCTCAGCGGTGG

TTTGGTCTCAAGGTATGAAAAAGAATACATTAAGTG
C

ATCTGCAGTTAAGGTTTTTTTGGACTTTCTGC

44,6°C

47,7°C

51,8°C

60,0°C

59,4°C

47,1°C 17 nt

17 nt

20 nt

20 nt

37 nt

32nt

Startery wykorzystywane do niezaleznego od ligacji klonowania (LIC) do wektoréw z serii pMCSG”

BA.OspC_N375’

BA.OspC_N19 5’

BA.OspC 3’

BB.OspC_N37 5°

BB.OspC_N19 5°

BB.OspC 3’

BG.OspC_N355’

BG.OspC_N19 5’

BG.OspC 3’

BG1.0spC_N35 5’

BG1.0spC_N19 5

TACTTCCAATCCAATGCCAAAGGACCTAATCTTACA
GAAATAAGCAAAAAAATTACA

TACTTCCAATCCAATGCCAATAATTCAGGGAAAGGT
GGGGATATTG

TTATCCACTTCCAATGTTATTAAGGTTTTTTTGGACT
TTCTGCTACAACAG

TACTTCCAATCCAATGCCAAAGGGCCTAATCTTACA
GAAATAAGTAAAAAAATTAC

TACTTCCAATCCAATGCCAATAATTCAGGAAAAGAT
GGGAATACATCTGCAA

TTATCCACTTCCAATGTTATTAAGGTTTTTTTGGACT
TTCTGCCACAACA

TACTTCCAATCCAATGCCAAGGGGCCTAATCTTACA
GAAATAAGCAAAAAAA

TACTTCCAATCCAATGCCAATAATTCAGGTGGGGAT
ACTGCATCTA

TTATCCACTTCCAATGTTATTAAGGTTTTTTTGGACT
TTCTGCCACAACA

TACTTCCAATCCAATGCCAAAGGACCTGATCTTACA
GTAATAAGCAAAAAAATTA

TACTTCCAATCCAATGCCAATAATTCAGGTGGAGAT
TCTGCATCTACTAAT

66,1°C

67,2°C

65,4°C

66,1°C

67,0°C

65,4°C

67,0°C

67,2°C

65,4°C

66,1°C

67,0°C

57 nt

46 nt

51 nt

56 nt

52 nt

50 nt

52 nt

46 nt

50 nt

55 nt

51 nt

55



Nazwa startera Sekwencja (5°-3%) Tm  Dlugosé

TTAAGGTTTTTTTGGATT

BG1.0spC 3’ TTOTOOCACAAGAG 65,4°C 51nt
BS.0spC_N36 5 GAAATAAGTAAAAAAAT%AAA COCACCTAATETTEEA go.10c ssnt
BSOspC N195  [ACTICCAATCCAR AATAATTCAGGTGGGGAT o o 50 v
B5.08pC 3 TTATCCACTTC TTAAGGTTTTTTTGGACT (< so 451y

“startery do klonowania typu LIC zostaly za projektowane przy uzyciu narzedzia
bioinformatycznego  Primer  Desing  (https://bioinformatics.anl.gov/cgi-bin/tools/primer
_design.pl).

oznaczono sekwencje flankujace umozliwiajace niezalezne od ligacji
klonowanie (LIC) do wektorow ekspresyjnych z serii pMCSG.

3.1.8. Plazmidy

Sekwencje kodujace biatka OspC pochodzace z B. afzelii, B. burgdorferi s.s.,
B. garinii oraz B. spielmanii otrzymano dzigki uprzejmosci dr hab. Beaty Wodeckiej,
prof. US z Katedry Genetyki na Wydziale Biologii Uniwersytetu Szczecinskiego.

Wektory ekspresyjne pET200 umozliwiajace produkcje biatek OspC pochodzace
z B. afzelii, B. burgdorferi s.s., B. garinii oraz B. spielmanii zostaty utworzone
w Zaktadzie Biologii Molekularnej i Systemowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu przez dr hab. Anne Urbanowicz.

Wektory pET-39b(+) i pET-40b(+) umozliwiajace produkcje homologéw biatek
Salp15 (Iricl, Iric2 oraz Iric3) zostaty utworzone w Pracowni Inzynierii Biatek Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu przez dr hab. Anng Urbanowicz.

Wektory pMCSG9, pMCSG48 oraz pMCSG68 umozliwiajace wydajng
produkcje biatek otrzymano z Midwest Center for Structural Genomics (Argonne

National Laboratory, Lemont, USA).
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Tabela 3.2. Stosowane plazmidy

Nazwa

Opornos¢ na antybiotyk

Wybrane cechy

pCR®2.1-TOPO®Vector
(Invitrogen)

pET200/D-TOPO
(Invitrogen)

pMCSG9!

pMCSG48!

pPMCSG68?

PET-39b(+)

PET-40b(+)

Kanamycyna

Kanamycyna

Ampicylina

Ampicylina

Ampicylina

Kanamycyna

Kanamycyna

- wydajna i szybka ligacja dzigki
topoizomerazie | zwigzanej
kowalencyjnie z koncem
3'wektora

- wydajna i szybka ligacja dzigki
topoizomerazie | zwigzanej
kowalencyjnie z koficem
3'wektora

- klonowanie niezalezne od
ligacji

- rekombinowane biatko zawiera
dodatkowo na koficu aminowym
znacznik histydynowy (6xHis),
biatko fuzyjne MPB oraz
miejsce rozpoznawane przez
proteaze TEV

- klonowanie niezalezne od
ligacji

- rekombinowane biatko zawiera
dodatkowo na koncu aminowym
znacznik histydynowy (8xHis),
biatko fuzyjne NusA oraz
miejsce rozpoznawane przez
proteaz¢ TEV

- klonowanie niezalezne od
ligacji

- rekombinowane biatko zawiera
dodatkowo na koncu aminowym
znacznik histydynowy (6xHis)
oraz miejsce rozpoznawane
przez proteaze TEV

- rekombinowane biatko zawiera
dodatkowo na koncu aminowym
znacznik histydynowy (8xHis)
oraz biatko fuzyjne DshA

- rekombinowane biatko zawiera
dodatkowo na koncu aminowym
znacznik histydynowy (8xHis)
oraz biatko fuzyjne DsbC

L wektory otrzymane z Midwest Center for Structural Genomics, Argonne National Laboratory,

USA
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3.1.9. Szczepy bakteryjne

e One Shot TOP10 E. coli (Invitrogen) — szczep wykorzystywano do klonowania
cDNA oraz amplifikacji plazmidow

e One Shot BL21-Star (DE3) E. coli (Invitrogen) — szczep wykorzystywano

do produkcji biatka rekombinowanego

3.1.10. Enzymy

e Polimeraza ALLin™ Hot Start Taq Polymerase (highQu)
e Polimeraza Pfu ALLin™ HiFi DNA Polymerase (highQu)
e Polimeraza Taqg DNA Polymerase (EURX)

e Polimeraza DNA T4 (NEB)

e Endonukleaza restrykcyjna Sspl (EURX)

e Nukleaza OMNI Nuclease (EURX)

e Lizozym (BioShop)
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3.1.11. Zestawy odczynnikéw

e Plazmid Miniprep DNA Purification KIT (EURX) — zestaw do izolacji plazmidow
bakteryjnych w matej skali

e PCR/DNA Clean-Up Purification Kit (EURX) — zestaw do oczyszczania DNA

e  Monolith NT™ Protein Labeling Kit RED — MALEIMIDE oraz NHS (NanoTemper)
— zestaw do znakowania biatek barwnikami fluorescencyjnymi uzywanych w reakcji

termoforezy w skali mikro

e Alkaline Phosphatase Substrate Kit (Bio-Rad) — zestaw do detekcji kolorymetrycznej
alkalicznej fosfatazy w metodzie ELISA

Zestawy buforéw do krystalizacji biatka (Crystallization Screens):

— Index (Hampton Research)

— Crystal Screen (Hampton Research)

— PEG/lon (Hampton Research)

— PACT premier™ (Molecular Dimension)
— JCSG-plus™ (Molecular Dimension)

— ProPlex™ (Molecular Dimension)

— MIDAS (Molecular Dimension)
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3.2. Metody

3.2.1. Konstrukcja wektoréw plazmidowych

3.2.1.1. Synteza cDNA metodg PCR do konstrukcji wektorow ekspresyjnych

Do przeprowadzenia wydajnej syntezy cDNA za pomocg tancuchowej reakcji
polimerazy (PCR), zastosowano polimeraze ALLIn™ Hot Start Taq Polymerase
lub ALLin™ HiFi DNA Polymerase — na bazie polimerazy Pfu (highQu). Do reakcji
przygotowano rowniez odpowiednie startery (Rozdziat 3.1.7) zawierajace Sekwencje
flankujace, komplementarne do wektorow z grupy pMCSG, co umozliwito wykonanie
niezaleznego od ligacji klonowania (LIC). Matryce stanowity otrzymane wczesniej
w IChB PAN plazmidy: pET200-BA.OspC, pET200-BB.OspC, pET200-BG.OspC,
PET200-BG1.0spC oraz pCR™2.1-TOPO®-BS.0spC kodujace petnej dtugosci biatko
OspC pochodzace z réznych gatunkow Borrelia. Schemat przygotowania mieszaniny
reakcyjnej oraz warunki reakcji PCR dla wyzej wymienionych polimeraz przedstawiono
W ponizszych tabelach. Po reakcji PCR otrzymane preparaty cDNA oczyszczono
przy uzyciu komercyjnego zestawu PCR/DNA Clean-Up Purification Kit (EURX),
zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta lub przy uzyciu metody fenol-
chloroform (Rozdziat 3.2.1.2). Nastepnie mierzono stgzenie preparatu metoda pomiaru
absorpcji  $wiatta o0 diugosci fali A=260 nm, wykorzystujac spektrofotometr
NanoPhotometer® N60 (Implen) oraz przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny

w 1% zelu agarozowym (Rozdziat 3.2.13) w celu oceny jakos$ci otrzymanego cDNA.
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Reakcja PCR z wykorzystaniem polimerazy ALLin™ Hot Start Tag Polymerase (highQu)

Tabela 3.3. Sklad mieszaniny reakcyjnej PCR- ALLin™ Hot Start Taq Polymerase

Odczynnik Tos¢

Matryca 50 ng
Starter 5° 0,1 uM
Starter 3’ 0,1 uM

5x ALLin™ PCR Buffer 10 pl

i inT™

Polimeraza A(IéLlljr;ul) Hot Star Taq 0,25 ul
H20 do 50 ul

Tabela 3.4. Warunki reakcji PCR- ALLin™ Hot Start Taq Polymerase

Etapy Temperatura Czas Liczba cykli
Wstepna denaturacja 95°C 2 min. 1
Denaturacja 95°C 15 sek.
Hybrydyzacja 58-68°C” 15 sek. 40
Elongacja 72°C 10 sek.
Elongacja™ 72°C 7 min. 1

“po wykonaniu reakcji PCR z gradientowym rozkladem temperatur etapu przylgczania
starteréw (hybrydyzacji), jako optymalng wybrano temperature 62°C

“dodatkowy etap elongacji wprowadzano w przypadku przygotowywania insertu
do klonowania TOPO TA (Rozdziat 3.2.1.6)
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Reakcja PCR z wykorzystaniem polimerazy ALLIin™ HiFi DNA Polymerase (highQu)

Tabela 3.5. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR-ALLIn™ HiFi DNA Polymerase

Odczynnik Tos¢
Matryca 50 ng
Starter 5° 0,1 uM
Starter 3’ 0,1 uM
5x ALLin™HiFi Buffer 10 pul
Polimeraza ALLin™HiFi (2 U/ul) 0,5 ul
H.0 do 50 pl

Tabela 3.6. Warunki reakcji PCR-ALLin™ HiFi DNA Polymerase

Etapy Temperatura Czas Liczba cykli
Wstepna denaturacja 95°C 1 min. 1
Denaturacja 95°C 15 sek.
Hybrydyzacja 62°C 15 sek. 35

Elongacja 72°C 15 sek.



3.2.1.2. Oczyszczanie DNA metoda fenol-chloroform

Oczyszczanie dsDNA uzyskanego w wyniku reakcji PCR przeprowadzono
przy uzyciu komercyjnego zestawu PCR/DNA Clean-Up Purification Kit (EURX),
zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta lub za pomocg metody fenol-
chloroform. Schemat tej metody przedstawiono ponizej. Po zakonczeniu procedury
stezenie 0czyszczonego DNA oraz jakos¢ preparatu oceniono poprzez pomiar absorpcji
$wiatla o dhugosci fali A=260 nm, wykorzystujac spektrofotometr NanoPhotometer® N60

(Implen).

1) Mieszaning reakcyjng dopetniono woda do 100 pl.

2) Dodano 50 pl fenolu i 50 ul chloroformu, wytrzasano i wirowano z predkoscia
14 000 rpm przez 2 minuty.

3) Gorng faze przeniesiono do nowej probowki i dodano 100 pl chloroformu,
wytrzasano i wirowano z predkoscig 14 000 rpm przez 2 minuty (czynno$é¢
powtorzono dwukrotnie).

4) Gorng fazg przeniesiono do nowej probowki i wytracono z niej DNA poprzez
dodanie: 0,1 objetosci 3 M octanu sodu o pH 5,0 i 3 objetosci 96% etanolu. Probe
inkubowano przez godzing w 4°C.

5) Mieszaning wirowano z predkoscig 14 000 rpm w 4°C przez 30 minut.

6) Roztwor dekantowano, a osad przemywano 1 ml 70% etanolu.

7) Wirowano z predkoscig 14 000 rpm w 4°C przez 5 minut.

8) Roztwor dekantowano, a zawierajacy DNA osad suszono.

9) Osad rozpuszczano w wodzie.

10) Mierzono stgzenie produktu.

11) Przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 1% zelu agarozowym.

12) Produkt przechowywano w -20°C.
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3.2.1.3. Amplifikacja wektorow ekspresyjnych z serii pMCSG48

Wektory z serii pMCSG48 powielano poprzez namnazanie komorek bakteryjnych
zawierajgcych odpowiedni plazmid (pMCSG), hodowanych w ptynnej pozywce LB

z dodatkiem antybiotyku selekcyjnego. Schemat postgpowania przedstawiono ponize;j.

1) Transformacja szczepu bakteryjnego One Shot™ TOP10 Chemically Competent
E. coli wektorem z serii pMCSG (Rozdziat 3.2.2).

2) lzolacja plazmidowego DNA w matej skali przy uzyciu komercyjnego zestawu
Plasmid Miniprep DNA Purification Kit (EURX), zgodnie z protokotem
dostarczonym przez producenta lub przy uzyciu metody lizy alkalicznej
(Rozdziat 3.2.3).

3) Ocena stgzenia preparatu poprzez pomiar absorpcji $wiatla o diugosci fali
A=260 nm, wykorzystujac spektrofotometr NanoPhotometer® N60 (Implen).

4) Trawienie wektora endonukleazg restrykcyjng Sspl w celu uzyskania liniowej
formy wektora pMCSG i umozliwienia dalszej procedury klonowania
(Rozdziat 3.2.1.4).

3.2.1.4. Trawienie enzymatyczne wektorow ekspresyjnych z serii pMCSG

endonukleaza restrykcyjng Sspl

Do amplifikacji wektorow z serii pMCSG48 wykorzystano naturalng zdolno$é
bakterii One Shot™ TOP10 Chemically Competent E. coli do namnazania si¢
w odpowiednich warunkach hodowlanych. W ramach tej procedury dodatkowo
przeprowadzono trawienie endonukleazg restrykcyjng Sspl (EURx) w celu
przeksztatcenia wektorow z serii pMCSG w forme liniowa. Trawieniu enzymatycznemu
poddano 1 pg oczyszczonego plazmidu pMCSG48. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz

schemat reakcji przedstawiono ponize;.
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Tabela 3.7. Sklad mieszaniny reakcyjnej trawienia endonukleazg Sspl

Odczynnik Tos¢
Wektor pMCSG 1lpg
10x ONE Buffer 5ul
100x BSA with Triton X-100 0,5l
Sspl (10 U/ul) 1 U/ug DNA
H>0 do 50 ul

1) Przygotowano mieszaning reakcyjng wedlug schematu przedstawionego
w Tabela 3.7.
2) Mieszaning reakcyjng inkubowano w 37°C przez 1 godzing.

3) Nastepnie inaktywowano enzym w 65°C przez 20 minut.

Po przeprowadzeniu reakcji trawienia enzymatycznego proby zostaly
oczyszczone przy uzyciu komercyjnego zestawu PCR/DNA Clean-Up Purification Kit
(EURX), zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta. Stezenie 0CzyszCzonego
DNA oraz jako$¢ preparatu oceniano poprzez pomiar absorpcji $wiatla o dtugosci fali
A=260 nm wykorzystujac spektrofotometr NanoPhotometer® N60 (Implen).

3.2.1.5. Niezalezne od ligacji klonowanie do wektorow ekspresyjnych z serii pMCSG

Niezalezne od ligacji klonowanie (LIC) umozliwia efektywne i szybkie
wprowadzanie fragmentu DNA kodujacego biatko (insert) do wektora z serii pMCSG.
Aby uzyskac ,,lepkie” konce zaréwno w wektorach jak i insertach, wytrawiano konce
z uzyciem polimerazy DNA T4 w obecnosci dGTP (dla wektora) i dCTP (dla insertu)
wedtug schematu przedstawionego w Tabela 3.8. Do przygotowania mieszaniny
reakcyjnej postuzono si¢ ponizszym wzorem na podstawie, ktorego obliczono ilosé

wektora oraz insertu. Stosunek wektora do insertu wynosit 1:3.

wektor[ng] X insert[kpz] insert
X stosunek molowy

insert[ng]| =

wektor[kpz] wektor
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Tabela 3.8. Sklad mieszanin reakcyjnych do tworzenia jednoniciowych koncéw dsDNA

za pomocg polimerazy T4

Mieszanina reakcyjna dla wektora  Tlo§é Mieszanina reakcyjna dla insertu Ilosé¢
Matryca DNA — wektor X Matryca DNA — insert X
dGTP (Cp =100 mM, Cx=5 mM) 0,75 ul dCTP (Cp=100 mM, Cx=5 mM) 0,75 ul
BSA 100x 0,15 ul BSA (100x) 0,15 ul
DTT (C,p= 40 mM, Cy= 4 mM) 1,5 pl DTT (Cp= 40 mM, Cx= 4 mM) 1,5 ul
Bufor NEB2 10x (NEB) 15ul Bufor NEB2 10x (NEB) 15ul
Polimeraza DNA T4 (NEB) 0,15 ul Polimeraza DNA T4 (NEB) 0,15 ul
H.0 do 15 pl H-0 do 15 pul

“okoto 40-50 ng insertu oraz 150 ng wektora

1) Przygotowane mieszaniny inkubowano w 22°C przez 40 minut, nastepnie
inaktywowano enzym (polimeraza DNA T4) w 75°C przez 20 minut.

2) Dodano 5 pl mieszaniny zawierajacej wektor do 15 pl mieszaniny zawierajace;j
insert, nastepnie inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowe;j.

3) Dodano 5 ul 25 mM EDTA i inkubowano kolejne 5 minut w temperaturze
pokojowe;j.

4) Uzywano 5 ul mieszaniny do transformacji komoérek bakteryjnych One Shot™
TOP10 Chemically Competent E. coli (Rozdziat 3.2.2)

3.2.1.6. Ligacja do wektora pCR®2.1-TOPO®

W celu uzyskania konstruktéw na bazie plazmidéw pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen)
przeprowadzono reakcje ligacji wektora i cDNA zgodnie z protokotem producenta
(TOPO TA Cloning - Invitrogen). W pierwszym etapie przeprowadzono reakcj¢ PCR
na matrycy cDNA (insertu) z uzyciem polimerazy ALLin™ Hot Start Taq Polymerase
(Tabela 3.3 oraz Tabela 3.4). Wykorzystano naturalng zdolno$¢ polimerazy Taq
do dodawania pojedynczej reszty adeninowej na 3 'koncu, dlatego nalezato wprowadzié
dodatkowy etap elongacji (**Tabela 3.4). Obecnos¢ adeniny na 3 'koncu insertu jest
kluczowa dla przeprowadzenia skutecznej i szybkiej ligacji do wektora pCR®2.1-TOPO®,
ktory zawiera pojedyncze reszty tyminy na 3’ koncu. Mieszaning wektora i insertu
przygotowano w stosunku molowym 3:1. Inkubowano przez 5 minut w 22°C, a nastgpnie
5 ul tej mieszaniny zastosowano do transformacji komorek bakteryjnych One Shot™
TOP10 Chemically Competent E. coli (Rozdziat 3.2.2).

66



3.2.2. Transformacja szczepu bakteryjnego One Shot TOP10 E. coli oraz BL21
Star™ (DE3) E. coli

1) Rozmrozono odpowiednie komoérki bakteryjne na lodzie.

2) Do 50 ul komorek bakteryjnych dodano 5 pl materiatu DNA i delikatnie
wymieszano.

3) Inkubowano zawiesing bakteryjng 30 minut w 4°C.

4) Bakterie poddano szokowi termicznemu poprzez inkubacje w 42°C przez
30 sekund, a nast¢pnie inkubowano w 4°C przez 2 minuty.

5) W aseptycznych warunkach dodano do zawiesiny 250 ul medium SOC
(Rozdziat 3.1.3).

6) Bakterie wytrzasano przez 1 godzing w 37°C z predkoscig 225 rpm w pozycji
horyzontalnej.

7) Bakterie rozprowadzono na szalkach ze stala pozywka LB z odpowiednim
antybiotykiem”,
*ampicylina o koficowym stezeniu 100 pg/ml lub kanamycyna o koficowym stezeniu 50 pg/ml

8) Szalki inkubowano przez 12-16 godzin w 37°C.

3.2.3. lzolacja plazmidéw w malej skali metoda lizy alkalicznej

Izolacje plazmidow w matej skali przeprowadzono za pomoca komercyjnego
zestawu Plasmid Miniprep DNA Purification Kit (EURX) zgodnie z protokotem
dostarczonym przez producenta. Alternatywnie stosowano metodg lizy alkalicznej, ktorej
schemat przedstawiono ponizej. Po wykonaniu izolacji plazmidow metoda lizy
alkalicznej, uzyskany preparat DNA oczyszczono przy uzyciu metody fenol-chloroform
(Rozdziat 3.2.1.2) celem uzyskania preparatu o najwyzszej jakosSci. Stezenie oraz jako$¢
DNA plazmidowego okreslano poprzez pomiar absorpcji swiatta o dtugosci fali

A=260 nm, wykorzystujac spektrofotometr NanoPhotometer® N60 (Implen).
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1) Pojedyncze kolonie bakterii wyhodowane na statej pozywce LB z antybiotykiem”
przeniesiono do 2 ml ptynnej pozywki LB.
“ampicylina o koncowym stezeniu 100 pg/ml lub kanamycyna o koncowym stezeniu 50 pg/ml

2) Zawiesiny bakterii wytrzgsano przez 12-16 godzin w 37°C z predkoscig 300 rpm.

3) Pobrano 1,5 ml kazdej hodowli i wirowano 1 minut¢ z predkoscig 14 000 rpm.

4) Roztwor dekantowano, a osad zawierajacy bakterie zawieszono w 100 pl
roztworu ALM1 (Rozdziat 3.1.2).

5) Dodano 200 upl $wiezo przygotowanego roztworu ALMZ2 (Rozdziat 3.1.2),
delikatnie mieszano i inkubowano 5 minut w 4°C.

6) Dodano 150 ul 7,5 M roztworu CH3COONHs (Rozdziat 3.1.2), intensywnie
mieszano i inkubowano 20 minut w 4°C.

7) Wirowano 15 minut w temperaturze pokojowej z predkoscia 14 000 rpm.

8) Supernatant przeniesiono do nowych probdéwek i dodano 1 ml 96% etanolu.

9) Inkubowano 20 minut w 4°C.

10) Wirowano 15 minut w 4°C z predkoscia 14 000 rpm.

11) Roztwor dekantowano, a osad przemyto 1 ml 70% etanolu.

12) Wirowano 5 minut w 4°C z predkos$cig 14 000 rpm.

13) Roztwor dekantowano, a zawierajacy DNA osad suszono w temperaturze

pokojowej przez 10 minut.
14) Osad zawieszono w 50 ul wodnego roztworu RNazy o stgzeniu koncowym
0,1 pg/ul.
15) Mierzono stgzenie produktu.

16) Produkt przechowywano w -20°C.
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3.2.4. Analiza jakosci konstruktéow DNA z wykorzystaniem reakcji PCR

Obecnos¢ prawidlowego insertu w utworzonych konstruktach na bazie wektorow
pCR®2.1-TOPO® oraz pMCSG wstepnie weryfikowano za pomoca reakcji PCR
z uzyciem polimerazy Tag DNA Polymerase (EurX). Do reakcji PCR zastosowano pare
starterow T7 lub pare starterow komplementarnych do sekwencji kodujacej biatko OspC
(Tabela 3.1). Pojedyncze kolonie bakterii, ktére wyrosty na statej pozywce LB
zawierajgcej odpowiedni antybiotyk, zostatly pobrane i zawieszone w 25 ul wody.
Przygotowang zawiesing denaturowano w 98°C przez 10 minut. Nastepnie probki
wirowano w 4°C przez 10 minut z maksymalng predkoscig. Uzyskany supernatant
wykorzystano jako matryce DNA do reakcji PCR, ktora przeprowadzono zgodnie

z parametrami opisanymi w Tabela 3.9 i Tabela 3.10:

Tabela 3.9. Sklad mieszaniny reakcyjnej PCR-Tag DNA Polymerase (EurX)

Odczynnik Tos¢
Matryca DNA 1ul
Starter 5’ 0,1 uM
Starter 3’ 0,1 uM
Mieszanina dNTP (Cp, = 2,5 mM, Cx= 0,2 mM) 2 ul
MgCl; (Cp = 25 mM, Cx= 1,5 mM) 1,5 ul
Pol Bufor C* (10x) 2,5ul
Polimeraza Taq (5 U/ul) 0,25 pul
H20 do 25 pl

“Do analizy poprawnos$ci uzyskanych konstruktow wykorzystano komercyjny bufor C umozliwiajacy

bezposrednig analize prob na zelu agarozowym.

Tabela 3.10. Warunki reakcji PCR-Tag DNA Polymerase (EurX)

Etapy Temperatura Czas Liczba cykli
Wstepna denaturacja 95°C 5 min. 1
Denaturacja 95°C 30 sek.
Hybrydyzacja 62°C 30 sek. 30
Elongacja 72°C 10 sek.
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Produkty reakcji PCR analizowano za pomoca elektroforezy w 1% zelu
agarozowym (Rozdziat 3.2.13). W Kkolejnym etapie wybrano potencjalne kolonie
zawierajgce insert, a nast¢pnie przeprowadzono hodowle bakterii w matej skali.

Z komorek bakteryjnych wyizolowano i oczyszczono plazmidowe DNA (Rozdziat 3.2.3).

3.2.5. Analiza jakosci konstruktéw DNA metoda sekwencjonowania

W celu weryfikacji poprawnosci sekwencji nukleotydowych utworzonych
konstruktow zlecono firmie Genomed przeprowadzenie reakcji sekwencjonowania
wybranych prob. W ramach przygotowan do sekwencjonowania wyizolowano
i oczyszczono plazmidowe DNA (Rozdziat 3.2.3) z wybranych kolonii oraz
przygotowano odpowiednie stezenia DNA (okoto 50 ng/ul). Preparaty, ktore spetniaty
kryteria jakosciowe oraz ilosciowe, zostaly przekazane firmie Genomed celem realizacji
procesu sekwencjonowania. Otrzymane wyniki sekwencjonowania poddano analizie

za pomoca programu BioEdit Sequence Alignment Editor.

3.2.6. Otrzymywanie bialtek

3.2.6.1. Przygotowanie ekspresyjnych szczepow bakteryjnych

Komoérki bakteryjne uzywane do produkcji rekombinowanych biatek
przygotowano z wykorzystaniem szczepéow BL21 Star™ (DE3) E. coli (Rozdziat 3.1.9).
Bakterie te zostaty poddane transformacji metoda szoku termicznego (Rozdziat 3.2.2).
Wybrano pojedyncza koloni¢ bakteryjna i zaszczepiono 10 ml plynnej pozywki LB
z odpowiednim antybiotykiem. Bakterie inkubowano przez 16 godzin w 37°C przy
predkosci wytrzasania 225 rpm, co pozwolito uzyskaé¢ zawiesing bakterii w stacjonarnej
fazie wzrostu. Otrzymang zawiesing wWykorzystano do zaszczepienia $wiezej pozywki LB
z antybiotykiem, w ktorej prowadzono produkcje biatka heterologicznego.

W celu przygotowania stokow bakteryjnych, z hodowli znajdujacej si¢ w fazie
logarytmicznego wzrostu (wartos¢ ODesoo wynoszgca 0,6-0,8), pobrano 1 ml zawiesiny
bakteryjnej. Do tej zawiesiny dodawano 1 ml 50% roztworu glicerolu, delikatnie
mieszano, zamrazano W ciekltym azocie i przechowywano w -80°C. Aby wznowi¢
hodowle bakterii, zaszczepiano ptynna pozywke LB z antybiotykiem niewielkg iloScia
zamrozonego preparatu (stoku bakteryjnego). Nastepnie bakterie inkubowano przez
16 godzin w 37°C, przy predkosci wytrzasania 225 rpm, otrzymujac zawiesing bakterii

w stacjonarnej fazie wzrostu.
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3.2.6.2. Produkcja biatka w bakteriach One Shot BL21 Star (DE3) E. coli w matej skali

W pierwszym etapie produkcji biatka heterologicznego przeprowadzano hodowle
bakterii One Shot BL21 Star (DE3) E. coli (Rozdziat 3.1.9) w matej skali celem
monitorowania dynamiki nadprodukcji biatka w czasie. Ekspresje genow
odpowiedzialnych za produkcj¢ okreslonych biatek indukowano przez dodanie roztworu
izopropylu-p-D-tiogalaktopiranozydu (IPTG) do stezenia koncowego 0,5 mM.
Dodatkowo przeprowadzono analize rozpuszczalnosci biatek, aby oceni¢ czy biatko
nie ulega nadprodukcji w ciatkach inkluzyjnych (frakcja nierozpuszczalna). W celu
zminimalizowania tego zjawiska, hodowle¢ bakterii prowadzono réwniez w temperaturze
18°C przez noc. Obnizenie temperatury hodowli miato miejsce dopiero po osiagnigciu
przez bakterie fazy logarytmicznego wzrostu (warto§¢ ODesoo W przedziale 0,6-0,8).
Ponizej przedstawiono schemat przeprowadzonej hodowli.

1) Pobrano 200 ul hodowli bakteryjnej i przeniesiono do 20 ml ptynnej pozywki LB
z ampicyling 0 koncowym stgzeniu 0,1 mg/ml.

2) Wytrzasano zawiesing bakteryjng w temperaturze 37°C z predkoscig 225 rpm
do momentu uzyskania wartosci absorbancji ODeoo W przedziale 0,6-0,8.

3) Po uzyskaniu odpowiedniego ODsoo, pobrano 1 ml hodowli oznaczonej jako proba
kontrolna (proba 0).

4) Rozdzielono pozostaty ilos¢ hodowli do 2 kolb po 8 ml. Do jednej z hodowli
dodano IPTG (indukowana) o st¢zeniu koncowym 0,5 mM, a druga hodowla
stanowita probg kontrolng (nieindukowana).

5) Inkubowano hodowle bakteryjne przez 4 godziny w 37°C. W trakcie inkubacji
co 1 godzing pobierano proby (1h, 2h, 3h, 4h).

6) Po uptywie 4 godzin z kazdej hodowli pobrano dwie proby po 1 ml do analizy

rozpuszczalnos$ci biatek.

3.2.6.3. Analiza rozpuszczalnosci biatek produkowanych w bakteriach One Shot BL21
Star (DE3) E. coli

1) Osad bakteryjny otrzymany z 1 ml hodowli zawieszano w 150 ul buforu do lizy
bakterii (Rozdziat 3.1.2) poprzez wytrzasanie 10 minut w temperaturze pokojowej
z predkoscig 350 rpm.

2) Wirowano 5 minut w temperaturze pokojowej z predkoscia 14 000 rpm.
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3) Do 75 pl supernatantu zawierajacego rozpuszczalng frakcje biatka dodano 25 pl
buforu obcigzajacego do rozdziatu elektroforetycznego biatek (Rozdziat 3.1.2).

4) Do osadu zawierajgcego hierozpuszczalng frakcje biatka dodano 75 ul H.O
i 25 upl buforu obcigzajagcego do rozdziatu elektroforetycznego biatek
(Rozdziat 3.1.2).

5) Proby denaturowano w 95°C przez 5 minut.

6) Proby poddano analizie w 15% zelu poliakrylamidowym w warunkach

denaturujacych (Rozdziat 3.2.14).

3.2.6.4. Produkcja biatka w bakteriach One Shot BL21 Star (DE3) E. coli w duzej skali

1) Zaszczepiono 100 ml ptynnej pozywki LB z ampicyling 0 koncowym stezeniu
0,1 mg/ml stokiem bakteryjnym.

2) Bakterie hodowano 12-16 godzin w 37°C wytrzasajac z predkoscig 225 rpm.

3) Zaszczepiono hodowla bakteryjng 1 litr §wiezej pozywki LB z ampicyling
0 koncowym stezeniu 0,1 mg/ml.

4) Bakterie hodowano w 37°C wytrzasajac z predkoscig 225 rpm, do momentu
uzyskania wartosci absorbancji ODesoo W przedziale 0,6-0,8.

5) Do 1 litra hodowli bakteryjnej dodano 0,5 ml IPTG o stezeniu koncowym 0,5 mM.
i prowadzono hodowle 16 godzin w 18°C przy predkosci wytrzgsania 200 rpm.

6) Hodowl¢ bakteryjng wirowano 6 minut w 4°C z predkoscig 6000 rpm.

7) Pozywke dekantowano, a uzyskany osad bakteryjny zamrozono i przechowywano
w -20°C.

3.2.6.5. Izolacja i oczyszczanie biatek w warunkach natywnych

Etap 1: Chromatografia powinowactwa do zfoza immobilizowanymi jonami niklu INiAC

Warunkiem zastosowania tego typu chromatografii bylo zaprojektowanie
konstruktu genetycznego na bazie wektorow pMCSG, ktory umozliwia synteze biatek
wyposazonych w znacznik histydynowy. Znacznik ten wykazuje wysokie powinowactwo
do ztoza z immobilizowanymi jonami niklu. Zastosowana metoda pozwolita
na efektywne otrzymanie preparatow biatkowych, dlatego zostata wprowadzona jako

standardowa procedura oczyszczania biatek.
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1) Uzyskany osad bakteryjny (Rozdziat 3.2.6.4) zawieszono w 35 ml buforu do lizy
(Rozdziat 3.1.2).

2) Do preparatu dodano 0,5 ml lizozymu o stezeniu 10 pg/ul, a nastepnie
inkubowano 15 minut w 4°C.

3) Preparat sonikowano w cyklach 2 sekundy sonikacji / 12 sekund przerwy przez
4 minuty i 30 sekund przy amplitudzie drgan 70% w 4°C.

4) Wirowano 30 minut w 4°C z predkoscig 16 000 rpm.

5) Supernatant nanoszono na 7,5 ml ztoza WorkBeads™ 40 Ni-NTA (Bio-Works),
umieszczonego w kolumnie o $rednicy 3 c¢cm i zréwnowazonego wczesnicj
odpowiednim buforem ptuczacym (Rozdziat 3.1.2).

6) Biatko zwigzane ze ztozem przemywano pigciokrotnie 50 ml buforu ptuczacego
(Rozdziat 3.1.2).

7) Oczyszczone biatko eluowano grawitacyjnie w 20 ml buforu wymywajacego
zawierajacego 400 mM imidazolu (Rozdziat 3.1.2).

8) Analizowano frakcje po elucji metoda rozdziatu elektroforetycznego w 15% zelu

poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (Rozdziat 3.2.14).

Etap 2: Usuwanie partnera fuzyjneqo

1) Do 20 ml roztworu biatka fuzyjnego uzyskanego po chromatografii
powinowactwa dodano 2 mg proteazy TEV w celu oddzielenia wtasciwego biatka
od partnera fuzyjnego.

2) Roztwor biatka fuzyjnego w obecnosci proteazy TEV umieszczono w worku
dializacyjnym SnakeSkin™ Dialysis Tubing o punkcie odciecia (MWCO,
ang. molecular weight cut-off) 3 500 lub 10 000 Da.

3) Dialize prowadzono w buforze niezawierajagcym imidazolu, a objetos¢ buforu
dializacyjnego ustalano tak, aby st¢zenie koncowe imidazolu wynosito 20 mM.

4) Dialize prowadzono przez noc w 4°C.

5) Nastepnie preparat naktadano ponownie na zréwnowazone ztoze WorkBeads™
40 Ni-NTA (Bio-Works) w celu usunigcia z roztworu proteazy TEV oraz partnera
fuzyjnego.

6) Oczyszczone biatko zebrano grawitacyjnie do nowej probowki.

7) Analizowano jakos¢ uzyskanego preparatu metoda rozdziatu elektroforetycznego

w 15% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (Rozdziat 3.2.14).
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Etap 3: Sgczenie molekularne

Preparat zawierajacy oczyszczone biatko zostat zageszczony do objetosci 5 ml
poprzez ultrafiltracje z zastosowaniem filtra Amicon Ultra-15 (Merck Millipore)
0 punkcie odciecia 3 000 lub 10 000 Da (4000 x g, 4°C). Zageszczony preparat poddano
dalszej analizie poprzez chromatografi¢ zelowa na kolumnach HiLoad 16/60 Superdex™
75 lub HiLoad 16/60 Superdex™ 200, ktore byty wczesniej zrownowazone odpowiednim
buforem (Rozdzial 3.1.2). Rozdziat prowadzono w warunkach natywnych
w temperaturze 4°C, za pomoca systemu AKTAprime Plus. Zebrane frakcje poddano
analizie przy uzyciu elektroforezy w 15% zelu poliakrylamidowym w warunkach

denaturujacych (Rozdziat 3.2.14).

3.2.6.6. Izolacja i oczyszczanie biatek w warunkach denaturujacych

Izolacja biatka w warunkach denaturujacych zostata wdrozona jako uzupetniajaca
metoda, wspierajaca standardowa procedure izolacji i oczyszczania biatka opisang
w Rozdziale 3.2.6.5. Metoda ta zostala zastosowana, gdy synteza biatka byta mniej
wydajna, a podczas nadekspresji i produkcji biatka w systemie heterologicznym, czgsc¢
biatka pozostawata we frakcji nierozpuszczalnej, tworzac ciata inkluzyjne, na przyktad

w przypadku biatek Iric.

Etap 1: Chromatografia powinowactwa do zfoza immobilizowanymi jonami niklu INiAC

Pierwsze etapy izolacji biatka w warunkach denaturujacych pokrywaja si¢
z izolacja biatek w warunkach natywnych.

1) Uzyskany osad bakteryjny (Rozdziat 3.2.6.4) zawieszono w 35 ml buforu do lizy
(Rozdziat 3.1.2).

2) Do preparatu dodano 0,5 ml lizozymu o stezeniu 10 pg/ul, a nastepnie
inkubowano 15 minut w 4°C.

3) Preparat sonikowano w cyklach 2 sekundy sonikacji / 12 sekund przerwy przez
4 minuty i 30 sekund przy amplitudzie drgan 70% w 4°C.

4) Wirowano 30 minut w 4°C z predkoscia 16 000 rpm.

5) Na tym etapie supernatant wykorzystano zgodnie z procedurg standardowa
(Rozdziat 3.2.6.5, punkt 5), natomiast osad pozostalty po wirowaniu (punkt 4)
postuzyt do dalszych etapow tej procedury.
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6) Osad poddano ptukaniu buforem pluczacym 1 (Rozdzial 3.1.2), doktadnie
zawieszano osad w tym buforze, a nastgpnie wirowano 30 minut w 4°C
Z predkoscig 16 000 rpm.

7) Roztwor dekantowano, a osad ponownie poddano ptukaniu buforem ptuczacym 2
(Rozdziat 3.1.2), doktadnie zawieszano osad w tym buforze, a nastepnie
wirowano 30 minut w 4°C z predkoscia 16 000 rpm.

8) Roztwor ponownie dekantowano, a pozostaty osad rozpuszczano w buforze
ekstrakcyjnym poprzez delikatne mieszanie i inkubacje w temperaturze
pokojowej przez 1 godzing.

9) Wirowano 30 minut w 4°C z predkoscia 16 000 rpm.

10) Supernatant nanoszono na 7,5 ml ztoza WorkBeads™ 40 Ni-NTA (Bio-Works),
umieszczonego W kolumnie o $rednicy 3 cm i zrownowazonego wczesniej
buforem ptuczacym 3 (Rozdziat 3.1.2).

11) Bialko zwigzane ze zlozem przemywano pigciokrotnie 50 ml buforu
ptuczacego 3 (Rozdziat 3.1.2).

12) Oczyszczone biatko eluowano grawitacyjnie w 20 ml buforu wymywajacego
zawierajacego 400 mM imidazolu (Rozdziat 3.1.2).

13) Analizowano frakcje po elucji metoda rozdziatu elektroforetycznego w 15%

zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (Rozdziat 3.2.14).

Etap 2: Renaturacja biatka oraz usuwanie partnera fuzyjnego

1) Roztwor biatka fuzyjnego umieszczono w worku dializacyjnym SnakeSkin™
Dialysis Tubing o punkcie odcigcia (MWCO, ang. molecular weight cut-off)
3500 lub 10 000 Da.

2) Dialize prowadzono w buforze (bufor dializacyjny 1) o kofcowym stezeniu
mocznika 4M w celu obnizenia ste¢zenia mocznika oraz zainicjowania procesu
renaturacji biatka i przywracania jego natywnej struktury. Dializ¢ prowadzono
w 4°C przez 2 godziny.

3) Nastepnie do roztworu biatka fuzyjnego dodano 2 mg proteazy TEV w celu
oddzielenia wtasciwego biatka od partnera fuzyjnego.

4) Roztwor biatka fuzyjnego w obecnosci proteazy TEV ponownie umieszczono
w worku dializacyjnym SnakeSkin™ Dialysis Tubing o punkcie odcigcia
(MWCO, ang. molecular weight cut-off) 3 500 lub 10 000 Da.
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5) Dializ¢ prowadzono w buforze (bufor dializacyjny 2) niezawierajacym mocznika,
0 stezeniu koncowym imidazolu 20 mM.
6) Dialize prowadzono przez noc w 4°C.

Kolejne etapy oczyszczania prowadzono w warunkach natywnych z wuzyciem

buforow dedykowanych tym warunkom

7) Nastepnie preparat naktadano ponownie na zréwnowazone ztoze WorkBeads™
40 Ni-NTA (Bio-Works) w celu usuniecia z roztworu proteazy TEV oraz partnera
fuzyjnego.

8) Oczyszczone biatko zebrano grawitacyjnie do nowej probowki.

9) Analizowano jakos¢ uzyskanego preparatu metoda rozdziatu elektroforetycznego
w 15% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (Rozdziat 3.2.14).

Etap 3: Sgczenie molekularne — prowadzono analogicznie jak opisano
w Rozdziale 3.2.6.5.

3.2.7. Przygotowanie fibrynogenu pelnej dlugosci oraz fragmentéw E i D

Biatko fibrynogen oraz jego fragmenty, tj. domena E i D, zostaly zakupione
w formie komercyjnie dostepnych preparatow od firmy Sigma Aldrich. Ze wzgledu
na zliofilizowana posta¢ bialek, konieczne byto ich rozpuszczenie w odpowiednych
buforach, zgodnie z ponizszymi wytycznymi:

1) Fibrynogen pefnej diugosci: Graniczne st¢zenie umozliwiajgce uzyskanie

rozpuszczalnej formy petnej dtugosci fibrynogenu wynosi 10 mg/ml. Dlatego
do przygotowania roztworu biatka wykorzystano maksymalnie 10 mg
fibrynogenu, ktory rozpuszczano w 1 ml odpowiedniego buforu (bufor PBS, MST
lub komercyjny bufor do znakowania znacznikiem MALEIMIDE). Proces
rozpuszczania biatka w buforze przeprowadzano poprzez delikatne pipetowanie,
a nastepnie inkubowano probke przez okoto 16 godzin w temperaturze 4°C.
Po tym czasie zawiesing ponownie delikatnie wymieszano poprzez pipetowanie,
a nastepnie usuni¢to pecherzyki powietrza i agregaty biatkowe poprzez wirowanie
probki przez 10 minut z predkoscig 10 000 g w 4°C. Aby uzyskaé preparat
0 najwyzszej jako$ci, roztwor biatka filtrowano przez filtr strzykawkowy

0 porowatos$ci 0,22 um Millex GP (Merck Millipore).
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2) Fragment D fibrynogenu (200 /4 biatka): rozpuszczano w 100 ul buforu do MST,

co pozwolito uzyskac st¢zenie koncowe roztworu biatka okoto 24 uM. Podobnie
jak w przypadku pelnej dtugosci fibrynogenu, biatko zawieszano w buforze
poprzez delikatne pipetowanie i inkubowano przez okoto 16 godzin
w temperaturze 4°C. Po tym czasie zawiesing ponownie delikatnie wymieszano
i usunieto pecherzyki powietrza oraz agregaty biatkowe poprzez wirowanie przez
10 minut z predkoscig 10 000 g w 4°C.

3) Fragment E fibrynogenu (100 zQ biatka): rozpuszczano w 200 ul buforu do MST,

co pozwolito uzyska¢ stezenie koncowe roztworu biatka okoto 10 uM.
Analogicznie do procedur opisanych w poprzednich punktach, biatko to
zawieszano w buforze poprzez delikatne pipetowanie i inkubowano przez okoto
16 godzin w temperaturze 4°C. Po uptywie tego czasu zawiesing ponownie
delikatnie wymieszano, a nastgpnie usuni¢to pgcherzyki powietrza oraz agregaty
biatkowe poprzez wirowanie przez 10 minut z predkoscig 10 000 g w 4°C.

4) Jakos$¢ powyzszych preparatdow oceniono metoda rozdziatu elektroforetycznego

w 15% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (Rozdziat 3.2.14).

3.2.8. Pomiar stezenia bialek

3.2.8.1. Pomiar absorbancji przy dtugosci fali A2eo

Stezenia biatek okreslano za pomoca spektrofotometru NanoPhotometer®
(IMPLEN). W celu wyznaczenia stezenia bialek mierzono absorbancje uzyskanych
preparatow przy ditugosci fali 280 nm uwzglednieniajac mase molowa biatka oraz
molowy wspotczynnik ekstynkcji. Wspotezynnik ekstynkcji wyznaczano przy uzyciu

programu Protein Calculator v3.4.

3.2.8.2. Metoda biuretowa

W celu oszacowania stezen biatek OspC zastosowano metode biuretowg
wykorzystujac komercyjny odczynnik Total Protein Reagent (Sigma Aldrich). Wybor
tej metody wynika z faktu, ze sklad aminokwasowy bialek OspC uniemozliwia
wiarygodny pomiar absorbancji przy dtugosci fali 280 nm. Metoda biuretowa opiera si¢

na tworzeniu kompleksu pomigdzy jonami miedzi a wigzaniami peptydowymi,
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co pozwala na doktadne okreslenie stgzen biatek 0 analizowanym sktadzie. Probki
przygotowano zgodnie z ponizszym schematem:

1) Przygotowano seri¢ probowek 0 objetosci 1,5 ml oznaczonych jako préba
kontrolna oraz proby testowe, ktore zawieraty preparaty biatkowe.

2) Do kazdej proboéwki dodano 1 ml odczynnika Total Protein Reagent.

3) Dodano 20 pul buforu (identycznego, w ktorym zawieszone jest biatko)
do probowki kontrolnej oraz 20 ul kazdego z preparatow biatkowych
do probowek testowych. Proby wymieszano poprzez delikatne odwracanie
probowki.

4) Proby (kontrolne oraz testowe) inkubowano przez 10 minut w temperaturze
pokojowe;j.

5) Pomiar absorbancji wykonano przy dlugosci fali 540 nm za pomoca
spektrofotometru (Agilent 8453 UV-visible Spectroscopy System), porownujac
wartos$ci z proba kontrolng jako odniesieniem. Odczynnik jest stabilny przez
1 godzing od inkubacji.

6) Aby okresli¢ catkowite stezenie biatka (mg/ml) nalezalo przeprowadzi¢
obliczenia wedhug okreslonego wzoru:

Asyo(prébka) x 10 mg/ml
0,06

stezenie biatka =

3.2.9. Pomiary dynamicznego rozpraszania swiatla (DLS)

W celu oszacowania masy oraz oceny jakosci preparatow biatkowych uzyskanych
w poprzednich etapach prac laboratoryjnych, zastosowano spektroskop Zetasizer pV
(Malvern Instruments), ktory wykorzystuje miedzy innymi takie techniki pomiarowe
jak dynamiczne rozpraszanie $wiatta (ang. dynamic light scattering, DLS) oraz statyczne
rozpraszanie $wiatta (ang. static light scattering, SLS).

DLS jest powszechnie stosowang metoda umozliwiajacg 0szacowanie wielkosci
czasteczek zdyspergowanych w cieczy. Czasteczki te oswietlane sa promieniem lasera,
a rozproszenie $wiatta (zmiana kierunku jego rozchodzenia si¢) jest rejestrowane przez
detektor. Z uwagi na to, ze analizowane czgsteczki sg W ciggtym ruchu (ruchy Browna),
sygnat na detektorze ulega cigglym zmianom. Instrument ten pozwala na pomiar
szybkosci ruchu czasteczek na skutek ruchow Browna, ktory nastepnie przeliczany jest
na rozktad wielkosci czastek przy uzyciu rownania Stokes’a - Einstein‘a. Pomiary DLS

umozliwiaja wyznaczenie promienia hydrodynamicznego (Rh) biatek, na podstawie
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ktorego oszacowana jest masa biatka (kDa) przy uzyciu oprogramowania Zetasizer 7.11
(Malvern Instruments). Do pomiarow wykorzystano 10 ul preparatu przygotowanego
w odpowiednim buforze o stezeniu okoto 1 mg/ml, umieszczonego w kuwecie kwarcowej
0 dhlugosci drogi optycznej 1 cm (Hellma QS 105.231). Kazdorazowo wykonano

13 pomiarow W temperaturze pokojoweyj.

3.2.10. Badanie oddzialywan metoda termoforezy w skali mikro (MST)

Termoforeza w skali mikro (MST) jest technikg pozwalajaca na detekcje zmian
w otoczce hydratacyjnej, tadunku lub rozmiarze czasteczek poprzez pomiar zmian ruchu
czasteczek w gradiencie temperatury. Technika ta umozliwia badanie szerokiego zakresu
interakcji miedzy roznymi czasteczkami, w tym analize oddziatywan biatek oraz oceng
sity tych interakcji. W celu oceny zdolnosci wigzania réznych biatek OspC NA19
z ligandami biatkowymi, takich jak fibrynogen czy Iric1-3, przeprowadzono szereg analiz
za pomocg metody MST (Tabela 3.11). Przygotowanie prob oraz analiz metodg MST
realizowano zgodnie z ponizszym schematem:

1) Przygotowanie znakowanego biatka: oczyszczone i homogenne preparaty

bialkowe 0 st¢zeniu 20 uM znakowano zgodnie z instrukcjami producenta
(NanoTemper Technology) stosujac odpowiednie zestawy: Monolith NT™
Protein Labeling Kit RED-MALEIMIDE (dla fibrynogenu i BSA) oraz Monolith
NT™ Protein Labeling Kit RED-NHS (dla biatek OspA NA19 i OspC _NA19).
Po znakowaniu biatka rozcienczano do zakresu stezen 50-200 nM. Aby ocenic
jakos¢ znakowania biatek znacznikiem fluorescencyjnym, przeprowadzono testy
kontrolne. Pobrano frakcje wyznakowanych biatek 0 objetosci 5 ul do kapilar
i wykonano kontrolne skanowanie za pomoca instrumentu Monolith NT.115
w celu oceny intensywnosci sygnatu fluorescencji. Do dalszych analiz wybrano
preparaty, ktorych zakres fluorescencji wynosit 200-2000 jednostek.

2) Przygotowanie nieznakowaneqo biatka: wykonano seri¢ rozcienczen

nieznakowanego ligandu wedtug schematu przedstawionego na Rycina 3.1
Przygotowano 16 probowek 0 objetosci 200 ul oznaczonych numerami 1-16.
Do probowki nr 1 dodano 20 ul nieznakowanego biatka 0 najwyzszym stezeniu*,
podczas gdy do pozostatych probowek (nr 2-16) dodano po 10 pl buforu
reakcyjnego. Nastepnie z probowki nr 1 przeniesiono 10 ul biatka do probowki

nr 2 i doktadnie wymieszano przez pipetowanie. Z probowki nr 2 przeniesiono
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10 pl biatka do probowki nr 3, mieszajac rowniez przez pipetowanie. Proces ten

kontynuowano, az do uzyskania ostatniego rozcieficzenia W probowce nr 16.
*wyjsciowe stezenia dla poszczegolnych biatek: 20 uM fibrynogen, 50 uM OspC_NA19 (BA, BB,
BG oraz BS), 10 uM lIric1, 2, 3.

10ul 10l 10l 10l

1 2 3 16

Rycina 3.1. Schemat serii rozcienczen niewyznakowanego bialka (ligandu)

3) Przygotowanie mieszaniny

reakcyjnej:

dodano 10 pl

wyznakowanego

fluorescencyjne biatka do kazdej probowki zawierajgcej 10 ul nieznakowanego

biatka (ligandu) z przygotowanej uprzednio serii rozcienczen. Mieszano

delikatnie poprzez pipetowanie. Proby inkubowano 5 minut w temperaturze

pokojowej bez dostgpu do $wiatta. Aby unikngé powstawania pecherzykow

powietrza, proby wirowano przez 5 minut z predkoscig 10 000 g, bezposrednio

przed pomiarem MST. Nastgpnie pobrano 5 pl przygotowanych prob

do 16 kapilar MO-K022 znajdujacych si¢ w zestawie producenta (Monolith™

NT.115 Series — Capillaries). Pomiarow MST dokonano przy uzyciu instrumentu

Monolith NT.115, a wyniki pomiaréw analizowano za pomocg oprogramowania
MO.AFFINITY ANALYSIS.

Tabela 3.11. Schemat analizy wigzan poszczegélnych komplekséw bialek metoda MST

Bialko znakowane* NHS

Bialko znakowane* Maleimide

Analiza wigzania kompleksu

- Fibrynogen Fibrynogen*-OspC_NA19BA
- Fibrynogen Fibrynogen*-OspC_NA19BB
- Fibrynogen Fibrynogen*-OspC _NA19BG
- Fibrynogen Fibrynogen*-OspC_NA19BS
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Bialko znakowane* NHS

OspC_NA19BB

OspC_NAI19BB

OspC_NA19BB

OspC_NAI9BA
OspC_NAI9BA
OspC_NAI9BA
OspC_NA19BB
OspC_NAI19BB
OspC NAI9BB
OspC_NAI19BG
OspC _NAI19BG
OspC_NAI19BG
OspC_NA19BS
OspC_NA19BS

OspC_NA19BS

OspA NA19BB
OspA_NA19BB

OspA NA19BB

Bialko znakowane* Maleimide

Eksperymenty kontrolne

BSA

Analiza wigzania kompleksu
OspC_NA19BB*-Fibrynogen

OspC_NA19BB*-Fibrynogen
(fragment D)

OspC_NA19BB*-Fibrynogen
(fragment E)

OspC_NAI19BA*-Iricl
OspC_NAI19BA*-Iric2
OspC_NA19BA*-Iric3
OspC_NA19BB*-Iricl
OspC_NA19BB*-Iric2
OspC_NA19BB*-Iric3
OspC_NA19BG*-Iricl
OspC_NA19BG*-Iric2
OspC_NA19BG*-Iric3
OspC_NA19BS*-Iricl
OspC_NA19BS*-Iric2

OspC_NA19BS*-Iric3

BSA*-OspC_NA19BB
OspA_NA19BB*-Iricl
OspA_NA19BB*-Iric2

OspA_NA19BB*-Iric3

3.2.11. Pomiary malokatowego rozpraszania promieni rentgenowskich (SAXS)

Wstepny etap majacy na celu przygotowanie preparatow biatkowych do dalszych
pomiar6w matokgtowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego (SAXS)
obejmowal uzyskanie najwyzej jakosci homogennych preparatow biatkowych (Rozdziat
3.2.6.5) oraz ich analize jakosciowa (Rozdzial 3.2.8 oraz 3.2.14). Po uzyskaniu
odpowiednych preparatow biatek przygotowano probki, ktorych zakresy stezen wynosity
odpowiednio 50-200 uM (dla OspC_NA19BB) i 15-30 uM (dla fibrynogenu) oraz
przygotowano mieszaniny biatek OspC NA19BB i fibrynogenu w odpowiednich
stosunkach molowych (Tabela 3.12).
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Tabela 3.12. Stezenia molowe bialek OspC_NA19BB i fibrynogenu oraz stosunki molowe

przygotowanych mieszanin

Stezenie OspC_NA19BB Stezenie Fibrynogenu Stosunek molowy
15 uM 15 uM 11
15 uM 7,5 uM 2:1
15 uM 5uM 3:1
7,5 uM 15 uM 1:2
45 uM 15 uM 31

Dane matokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego (SAXS)
zostaty zebrane w centrum synchrotronowym EMBL/DESY w Hamburgu na linii wiagzki
P12 akceleratora PETRA Ill. Bezposrednio przed pomiarem SAXS probki zostaty
zwirowane przez 10 minut z predkoscig 10 000 rpm w temperaturze 4°C w celu usunig¢cia
pecherzykow powietrza oraz agregatow bialek. Nastepnie probki biatka 0 objetosci 20 ul
umieszczano w kapilarze za pomoca robota.

Zbioér danych SAXS oraz opracowanie wynikéw za pomoca pakietu programow
PRIMUS 3.2, a takze modelowanie z uzyciem oprogramowania SASREF zostaly
wykonane przez dr. Kamila Szpotkowskiego. Na podstawie uzyskanych danych
dr Szpotkowski przeprowadzit modelowanie czwartorzedowej struktury biatka
OspC NA19BB oraz kompleksu biatek OspC NA19BB-fibrynogen. W tym celu
wykorzystano struktury krystalograficzne biatek: OspC ze szczepu B31 B. burgdorferi
(kod PDB 1GGQ) oraz fibrynogenu (kod PDB 3 GHG).

3.2.12. Przesiewowe testy krystalizacyjne

Przed przystapieniem do testow Kkrystalizacyjnych konieczne byto uzyskanie
najwyzszej jakosci, homogennych preparatow biatek OspC _NA19, OspC_NA35-37 oraz
Iricl_NA19 (Rozdziaty 3.2.6.5 i 3.2.6.6). Jakos$¢ tych preparatow zostata oceniona
poprzez analize¢ wybranych frakcji biatek za pomocag elektroforezy w 15% zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych (Rozdziat 3.2.14) oraz pomiary
dynamicznego rozpraszania swiatta (DLS) (Rozdziat 3.2.9). Oczyszczone preparaty
biatkowe zaggszczono metoda ultrafiltracji przy uzyciu filtra Amicon Ultra-15 (Merck
Millipore) o punkcie odcigcia 3 000 (dla biatka Iricl_NA19) lub 10 000 Da (dla biatek
OspC) (4000 x g, 4°C) do stezenia koncowego wynoszacego 10-30 mg/ml. Przesiewowe
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testy krystalizacyjne bialek przeprowadzono metoda kropli siedzacej wykorzystujac
ptytki 96-dotkowe (INTELLI-PLATE 96-3 Low Volume Reservoir, ARI) oraz
komercyjne zestawy buforow do krystalizacji biatek (Rozdziat 3.1.11).

Wstepne, przesiewowe testy krystalizacyjne dla biatek OspC NA19
przeprowadzono przy uzyciu robota krystalizacyjnego Gryphon (Art Robbins
Instruments) oraz komercyjnych zestawow do krystalizacji (Index, Crystal Screen,
PEG/Ion). Do krystalizacji uzyto ptytek 96-dotkowych, na ktére nanoszono 0,4 ul
preparatu biatka (0 st¢zeniu koncowym 10 mg/ml), ktéory mieszano z buforem
krystalizacyjnym (rezerwuarem) w stosunkach 1:1 oraz 2:1. Plytki inkubowano
w temperaturze 19°C. Oprocz krystalizacji robotowych, wykonano rowniez szereg
krystalizacji recznych. Wowczas na jedng ptytke 96-dotkowa wykorzystano okoto 100 pl
biatka (0 stezeniu koncowym 10-30 mg/ml) zawieszonego w odpowiednim buforze.
Ponizej przedstawiono schemat przygotowania plytki do przeprowadzenia testow
krystalizacyjnych:

1) Pipeta wielokanatowa pobrano 70 ul odpowiednich buforow z komercyjnych
zestawow do Kkrystalizacji biatek (Rozdziat 3.1.11) i nalozono nha ptytke
96-dotkowa.

2) Nastgpnie na plytke 96-dotkowa natozono po 1 pul preparatu biatkowego
0 stezeniu 10-30 mg/ml.

3) Krople biatka mieszano z buforem krystalizacyjnym w stosunku 1:1.

4) Ptytki inkubowano w temperaturach 4°C oraz 19°C.

Analogicznie przeprowadzono roéwniez proby wspotkrystalizacji - biatek
OspC_NA35-37 z Iricl_NA19. Przed przystagpieniem do testow Kkrystalizacyjnych
inkubowano pary biatek w stosunku molowym 1:1 (OspC:lricl) przy stezeniach 500 uM
dla obu biatek. Inkubacje prowadzono w temperaturze 4°C przez 1 godzing, a dalsze
czynno$ci wykonywano zgodnie z powyzszym schematem. Do prob wspotkrystalizacji
wykorzystano komercyjne zestawy dedykowane krystalizacji kompleksow biatkowych,
ktére promujg oddzialywania migdzyczasteczkowe (ProPlex, MIDAS).

Pierwsze krysztaly biatek BB.OspC_NA37 i BG1.0spC_NA35 obserwowano
po 1 tygodniu inkubacji ptytek krystalizacyjnych w temperaturze 4°C. Nastepnie
krysztaty zbierano przy uzyciu 0,4 nm petli nylonowej (Hampton Research), nasaczano

roztworem Kkrioprotektanta i zamrazano w ciektym azocie.
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Kolejne etapy zwiazane z uzyskaniem struktur powyzszych biatek zostaly
przeprowadzone przez dr Joanne Sliwiak. Obejmowaly one nastepujace czynnosci:
1) Pomiary dyfrakcyjne w centrum synchrotronowym EMBL/Desy w Hamburgu.
2) Przetwarzanie zebranych danych dyfrakcyjnych za pomocg programu XDS.
3) Rozwiazanie i udoktadnienie struktur oraz zdeponowanie ich w bazie PDP:
BB.OspC_NA37 (PDB: 7BML) oraz BG1.0spC_ NA35(PDB: 7NEN).

3.2.13. Rozdzial elektroforetyczny DNA

1) Do 20 pl badanej proby dodano 4 ul buforu obciazajacego (bufor 6x) i doktadnie
wymieszano (Rozdziat 3.1.2).

2) Proby nalozono na 1% zel agarozowy (Rozdziat 3.1.4). Rozdzial
elektroforetyczny prowadzono w buforze 0,5x TBE w statym polu elektrycznym
(100V).

3) Obserwacje prazkéow prowadzono w swietle UV przy uzyciu zestawu
do dokumentacji zeli GelLogic 200 (Kodak).

Rozdziat prowadzono w obecnosci markera masy DNA Perfect Plus™ 1 kb DNA Ladder
(EURX).

3.2.14. Rozdzial elektroforetyczny bialek w warunkach denaturujacych
(SDS-PAGE)

Do rozdzialu elektroforetycznego biatek w warunkach denaturujgcych
zastosowano aparat Mini-PROTEAN® Tetra System (Bio-Rad). Przygotowano zele
poliakrylamidowe (PAA) sktadajace si¢ z gornej warstwy zageszczajacej 0 stezeniu 5%
oraz dolnej warstwy rozdzielajacej 0 stezeniu 15% (Rozdziat 3.1.4). Ponizej
przedstawiono schemat obejmujacy przygotowanie prob, warunki rozdziatu oraz
procedure barwienia zelu. Rozdziat prowadzono w obecnosci markera masy Perfect™
Tricolor Protein Ladder (EURX).
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Przygotowanie prob oraz warunki przeprowadzonej elektroforezy

1) Do 18 ul badanej proby dodano 6 pl buforu obcigzajacego (bufor 4x) i wytrzasano
(Rozdziat 3.1.2).

2) Denaturowano proby przez 5 minut w 95°C.

3) Proby natozono na zel PAA (Rozdziat 3.1.4). Rozdzialt w zelu zageszczajacym
prowadzono w warunkach 80V a w zelu rozdzielajacym w warunkach 175-200V.

Wybarwianie biafek rozdzielonych w zelu

1) Umieszczono zel w wodzie destylowanej i podgrzano w kuchence mikrofalowej
przez 1 minute, nie doprowadzajac do wrzenia. Czynnos$¢ powtorzono trzykrotnie.

2) Zel umieszczono w roztworze do wybarwiania biatek BlueStain Sensitive
(EURX), ponownie podgrzano w kuchence mikrofalowej przez 0,5 minuty,
nie doprowadzajac roztworu do wrzenia.

3) Pozostawiono zel w roztworze przez 1 godzing.

4) Wyptukano niezwigzany barwnik w wodzie i obserwowano prazki.

3.2.15. Analizy wykonane za pomocg narzedzi bioinformatycznych

Wykorzystano nastepujace narzedzia bioinformatyczne:

1) BioEdit — analiza wynikow sekwencjonowania oraz porownywanie sekwencji
nukleotydowych i aminokwasowych badanych biatek.

2) ProtParam/Protein  Calculator — obliczanie parametrow biatka: liczba
aminokwasow, masa biatka (Da), teoretyczny punkt izoelektryczny (pl),
catkowita liczba dodatnio oraz ujemnie natadowanych aminokwasoéw oraz
wspolczynnik ekstynkcji.

3) ClustalW — porownywanie sekwencji aminokwasowych biatek oraz obliczanie ich
podobienstwa/identycznosci.

4) SWISS-MODEL - modelowanie biatek na podstawie wystepujacych w bazie
Protein Data Bank (PDB) biatek homologicznych.

5) Translate Tool (Expasy) — przepisanie sekwencji nukleotydowych na sekwencje
aminokwasowe.

6) APBS & PDB2PQR (Software for biomolecular electrostatics and solvation) —
okreslanie oddziatywan elektrostatycznych i sposob dystrybucji tadunku
na powierzchni biatka.

7) UCSF Chimera — interaktywna wizualizacja i analiza biatek.
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4. WYNIKI
4.1. Analiza bioinformatyczna bialek OspC

4.1.1. Charakterystyka bialek OspC_NA19

Gloéwnym obiektem badawczym pracy doktorskiej byto biatko OspC, pochodzace
z roznych gatunkow Borrelia: B. afzelii, B. burgdorferi s.s., B. garinii oraz B. spielmanii.
Dane literaturowe oraz analiza bioinformatyczna wykazaly, ze pierwszych
19 aminokwas6w z konca aminowego biatka OspC stanowi sekwencj¢ sygnatows, ktora
jest usuwana w procesie dojrzewania biatka (Kumaran i in., 2001 a,b). Do badan
w ramach niniejszej pracy zaprojektowano sekwencje kodujace dojrzate biatka OspC,
nazwane dalej OspC NA19. Korzystajac z narzgdzi bioinformatycznych wykonano
obliczenia parametrow fizyko-chemicznych, aby uzyska¢ podstawowe informacje
dotyczace biatek OspC NA19 pochodzacych z réznych gatunkéw Borrelia, takich jak
masa czasteczkowa biatka (kDa), teoretyczny punkt izoelektryczny (pl), sktad
aminokwasow, wspotczynnik ekstynkcji czy dystrybucja tadunkoéw na powierzchni
biatka. W tym celu przepisano sekwencje nukleotydowe kodujace biatka OspC_NA19
na sekwencje aminokwasowe (Tabela 4.1) przy uzyciu programu Translate tool
(https://web.expasy.org/translate/) (Rozdziat 3.2.15). Aby okreslic podstawowe
wilasciwosci biatek OspC_NA19 przeanalizowano uzyskane sekwencje aminokwasowe
uzywajac programu Protein Calculator v3.4 (http://protcalc.sourceforge.net) oraz
ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) (Rozdziat 3.2.15) (Tabela 4.1). Ponadto
przy uzyciu narzedzia ClustalW (https://clustal.org/clustal2/) przeprowadzono
porownania Sekwencji aminokwasowych OspC NA19 oraz oznaczono fragmenty
wspoélne dla biatek OspC _NA19 (Tabela 4.3). Wykonano takze analiz¢ podobienstwa
tych sekwencji, a uzyskane wyniki przedstawiono w Tabela 4.4. Poziom podobienstwa
analizowanych sekwencji aminokwasowych OspC NA19 wynosi od 60 do 73%
(Tabela 4.4).

Wedtug danych literaturowych biatka OspC znacznie r6znig si¢ W rozmieszczeniu
tadunkow na ich powierzchni, co prawdopodobnie ma zasadniczy wplyw
na oddzialywania tych bialek z ligandami czy na zdolnosci infekcyjne Borrelia.
Aby pozna¢ rozktad tadunku na powierzchni badanych biatek, zostaty wygenerowane
in silico modele bialek OspC NA19 (BA.OspC_NA19, BB.OspC_NA19,
BG.OspC_NA19, BS.OspC_NA19) 1z przewidywanym potozeniem tadunkow

powierzchniowych na podstawie struktury krystalograficznej biatka OspC pochodzacego
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B. burgdorferi  (PDB:1GGQ) przy uzyciu programu  SWISS-MODEL
(https://swissmodel.expasy.org) (Rozdziat 3.2.15). Wygenerowane modele OspC_NA19
zostaly przedstawione w Tabela 4.2. Wyniki in silico wskazujg tez, ze biatko OspC_NA19
z gatunkow B. afzelii, B. burgdorferi s.s. oraz B. garinii posiada w obojetnym pH
calkowity tadunek ujemny, w przeciwienstwie do OspC_NA19 z B. spielmanii o tadunku
dodatnim (Tabela 4.2). Uzyskane wyniki powyzszych analiz (Tabela 4.1 iTabela 4.2)
wskazaly na znaczne zréznicowanie wilasciwosci fizyko-chemicznych biatek

OspC NAI19 z réznych gatunkoéw Borrelia.

Tabela 4.1. Sekwencje aminokwasowe bialek OspC _NA19 wraz z podstawowymi

parametrami (pl oraz masa czasteczkowa)

Rodzaj bialka Teoretyczn Masa
J Sekwencje aminokwasowe bialek OspC_NA19 yezny czgsteczkowa
OspC__NA19 - pl [kDal]

NNSGKGGDIASTNPDESAKGPNLTEISKKIT
DSNAVVLAVKEVEALLSSIDELAKTIGKKIE
ANGLGNEADKNGSLLAGAYAISTLIKQKLD
GLKGLEGLNKEIAEAKKCSEAFTKKLQDSN 7,19 19,82
ADLGKHNATDADSKEAILKTNGTKTKGAK
ELEELFKSVESLSKAAKEALSNSVKELTSPV

VAESPKKP

BA.OspC_NA19
(190 aa)”

NNSGKDGNTSANSADESVKGPNLTEISKKIT
DSNAVLLAVKEVEALLSSIDELAKAIGKKIK
NDGSLGDEANHNESLLAGAYTISTLITQKLS
KLNGSEGLKEKIAAAKKCSEEFSTKLKDNH 7,28 20,06
AQLGIQGVTDENAKKAILKANAAGKDKGV
EELEKLSGSLESLSKAAKEMLANSVKELTSP

VVAESPKKP

BB.OspC_NA19
(192 aa)”

NNSGGDTASTNPDESVKGPNLTEISKKITDS
NAFVLAVKEVEALISSIDELAKAIGQRIQON
GLVADAGHNSALLAGAHEISILITQKLDGLK
GLEGLKAEIAEAKKYSEAFTKKLKDNHAQL 5,97 20,07
GIQNGASLDDEAKKAILKTNVDKTKGAEEL
EKLFKSVESLSKAAQEALTNSVKELTNPVV

AESPKKP

BG.OspC_NA19
(190 aa)”

NNSGGDSTSTKPVDKPAKGPNLAEISKKITD
SNTFVLAVKEVETLVSSIDELAKKAIGQKID
ONSGLGALQSQNGSLLAGVYAISTLITDKLS
KLKNSEELKAEIAKAKKCSEDFTNKLKLSH 8,73 20,09
ADLGAVNGATTDDHAKAAILKTNAPDDKG
AKEFKGLFESVESLSKAAKAALANSVKELT

SPVAAESPKKP

* w nawiasach podano dtugoéé sekwencji aminokwasowych (aa)

BS.OspC_NA19
(193 aa)”
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Tabela 4.2. Przewidywana dystrybucja tadunkow na powierzchni bialka OspC_NA19
pochodzacego z czterech réznych gatunkéw Borrelia. Kolorem rézowym oznaczono tadunek

dodatni, a kolorem turkusowym tadunek ujemny.

Rodzaj biatka Orientacja 1 bialek Orientacja 2 bialek Ladunek
OspC__NA19 OspC__NA19 OspC__NA19 (pH 7,5)

BA.OspC_NAI19

(VS461) 03
BB.OspC NAI19
(PBre) 02
BG.OspC_NA19
(20047 CIP103362) 3,0
BS.0spC_NAI19
2,8

(PC-Eq17)
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Tabela 4.3. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych bialek OspC_NA19 pochodzacych

z roznych gatunkow Borrelia. Kolorem zielonym oznaczono fragmenty konserwatywne.

Pojedyncza linia ciagta wskazuje obszary sekwencji obejmujace epitop L5, natomiast podwojna

linia ciagta oznacza sekwencje zawierajace epitop H5 (Buckles i in., 2006).

W www W W ww W omww

W www

afzelii
burgdorferi
garinii
spielmanii

afzelii
burgdorferi
garinii
spielmanii

afzelii
burgdorferi
garinii
spielmanii

afzelii
burgdorferi
garinii
spielmanii

NNSGKGGDIASTNPDESAKGPNLTEISKKITDSNAVVLAVKEVEALLSSI
NNSGKDGNTSANSADESVKGPNLTEISKKITDSNAVLLAVKEVEALLSSI
NNS--GGDTASTNPDESVKGPNLTEISKKITDSNAFVLAVKEVEALISSI
NNSG-GDSTSTKPVDKPAKGPNLAEISKKITDSNTFVLAVKEVETLVSSI

DELA-KTIGKKIEANG-LGNEADKNGSLLAGAYAISTLIKQKLDGLKGLE
DELA-KAIGKKIKNDGSLGDEANHNESLLAGAYTISTLITQKLSKLNGSE
DELA-KAIGQORIQONG-LVADAGHNSALLAGAHEISILITQKLDGLKGLE
DELAKKAIGQKIDONSGLGALQSONGSLLAGVYAISTLITDKLSKLKNSE

GLNKEIAEAKKCSEAFTKKLQODSNADLGKHN--ATDADSKEAILKTNGT -
GLKEKIAAAKKCSEEFSTKLKDNHAQLGIQG--VTDENAKKAILKANAAG
GLKAEIAEAKKYSEAFTKKLKDNHAQLGIQNGASLDDEAKKAILKTNVD-
ELKAEIAKAKKCSEDFTNKLKLSHADLGAVNGATTDDHAKAAILKTNAP-

L5
KTKGAKELEELFKSVESLSKAAKEALSNSVKELTSPVVAESPKKP
KDKGVEELEKLSGSLESLSKAAKEMLANSVKELTSPVVAESPKKP
KTKGAEELEKLFKSVESLSKAAQEALTNSVKELTNPVVAESPKKP
DDKGAKEFKGLFESVESLSKAAKAALANSVKELTSPVAAESPKKP

H5

Tabela 4.4. Podobienstwo sekwencji aminokwasowych bialek OspC_NA19 pochodzacych

z réznych gatunkéw Borrelia. Informacje zawarte w tabeli zostaty obliczone z wykorzystaniem

sekwencji przedstawionych w Tabela 4.1.

Pary porownywanych bialek OspC_NA19
pochodzacych z réznych gatunkow Borrelia

Borrelia afzelii i Borrelia burgdorferi
Borrelia afzelii i Borrelia garinii
Borrelia afzelii i Borrelia spielmanii
Borrelia burgdorferi i Borrelia garinii
Borrelia burgdorferi i Borrelia spielmanii

Borrelia garinii i Borrelia spielmanii

Podobienstwo sekwencji
aminokwasowych [%6]

67,9%
73,7%
63,2%
65,8%
59,9%
65,8%
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4.1.2. Charakterystyka bialek OspC_NA35-37

Na podstwie sekwencji aminokswasowych biatlek OspC, ktore zostaly
wykrystalizowane przez Kumaran i in. (2001b), zaprojektowano nowe konstrukty
delecyjne (NA35-37). Gtoéwnym celem utworzenia tych konstruktow byto zwigkszenie
szans na uzyskanie biatek w formie krystalicznej, co byto kluczowe dla dalszych badan
strukturalnych. Za pomoca narzgdzi bioinformatycznych przeprowadzono analize
parametréow fizyko-chemicznych w celu uzyskania podstawowych informacji
dotyczacych biatek OspC NA35-37 pochodzacych z badanych gatunkéw Borrelia
(BA.OspC_NA37, BB.OspC_NA37, BG.OspC_NA35, BG1.0spC_NA35
BS.OspC_NA16) (Rozdziat 3.2.15). W pierwszym etapie, korzystajac z programu
Translate tool, przepisano sekwencje nukleotydowe kodujace badane biatka na sekwencje
aminokwasowe (Tabela 4.5). Nastepnie, aby okresli¢ podstawowe wiasciwosci biatek
OspC_NA35-37, takie jak teoretyczny punkt izoelektryczny (pl) oraz masa czgsteczkowa,
przeanalizowano uzyskane sekwencje aminokwasowe przy uzyciu programu Protein
Calculator v3.4 oraz ProtParam (Rozdziat 3.2.15) (Tabela 4.5).

Tabela 4.5. Sekwencje aminokwasowe poszczegélnych bialek OspC_NA35-37 wraz

z podstawowymi parametrami (pl oraz masa czasteczkowa)

Masa

czasteczkowa
[kDa]

Rodzaj biatka Sekwencje aminokwasowe biatek Teoretyczny
OspC__NA35-37 OspC_ NA35-37 pl

KGPNLTEISKKITDSNAVVLAVKEVEALLSSID
ELAKTIGKKIEANGLGNEADKNGSLLAGAYAI
BA.OspC_NA37 STLIKQKLDGLKGLEGLNKEIAEAKKCSEAFT
(172 aa)” KKLQDSNADLGKHNATDADSKEAILKTNGTK
TKGAKELEELFKSVESLSKAAKEALSNSVKEL

TSPVVAESPKKP

8,45 18,1

KGPNLTEISKKITDSNAVLLAVKEVEALLSSID
ELAKAIGKKIKNDGSLGDEANHNESLLAGAYT
BB.OspC_NA37  ISTLITQKLSKLNGSEGLKEKIAAAKKCSEEFST
(174 aa)” KLKDNHAQLGIQGVTDENAKKAILKANAAGK
DKGVEELEKLSGSLESLSKAAKEMLANSVKEL
TSPVVAESPKKP

8,45 18,31
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Masa

czgsteczkowa
[kDa]

Rodzaj biatka Sekwencje aminokwasowe bialtek Teoretyczny
OspC__NA35-37 OspC_ NA35-37 pl

KGPNLTEISKKITDSNAFVLAVKEVEALISSIDE
LAKAIGQRIQQNGLVADAGHNSALLAGAHEIS
BG.OspC_NA35 ILITQKLDGLKGLEGLKAEIAEAKKYSEAFTKK
(174 aa)” LKDNHAQLGIQNGASLDDEAKKAILKTNVDK
TKGAEELEKLFKSVESLSKAAQEALTNSVKEL

TNPVVAESPKKP

7,47 18.52

KGPDLTVISKKITDSNAVVLAVKEVEALLSSID
ELAKAIGQKIDRNNGLAVEANFNTSLLAGAYT
BG1.OspC_NA35 ISTLITKKLDELIKNSGELKGEVEKAKNCSEAF
(176 aa)” TNKLKEKTQELAVAAGAATDIDAKKAILKTN
RDKDLGADELGKLFKSVESLSKAAQEASANS
VKELTSPVVAENPKKP

8,03 18,62

KGPNLAEISKKITDSNTFVLAVKEVETLVSSID
ELAKKAIGQKIDQNSGLGALQSQNGSLLAGV
BS.OspC_NA36  YAISTLITDKLSKLKNSEELKAEIAKAKKCSED
(176 aa)” FTNKLKLSHADLGAVNGATTDDHAKAAILKT
NAPDDKGAKEFKGLFESVESLSKAAKAALAN
SVKELTSPVAAESPKKP

* w nawiasach podano dtugos¢ sekwencji aminokwasowych (aa)

8,78 18,43

4.1.3. Charakterystyka bialek Iric_ NA19

Biatka z grupy Salpl5 rowniez posiadajg sekwencje sygnatowa na koncu
aminowym biatka, ktora takze jest usuwana podczas procesu dojrzewania biatka.
Aby uzyska¢ dojrzate formy biatka, zaprojektowano konstrukty delecyjne NA19 (Hovius
i in., 2006; Kolb i in., 2015). W celu okreslenia podstawowych wlasciwosci biatek
Iric NA19 (Iricl NA19, Iric2 NA19, Iric3 NA19), przeanalizowano ich sekwencje
aminokwasowe uzywajac programu Protein Calculator v3.4 oraz ProtParam (Rozdziat
3.2.15). Otrzymane wyniki przedstawiono w Tabela 4.6. Nast¢pnie za pomocg narzedzia
ClustalW, przeprowadzono poréwnanie sekwencji aminokwasowych Iric NA19 oraz
zidentyfikowano wspolne fragmenty sekwencji dla powyzszych biatek (Tabela 4.7).
Analizy podobienstwa i identycznosci tych sekwencji, ktorych procentowe wyniki
przedstawiono w Tabela 4.8, ujawnily znaczne réznice W teoretycznym punkcie
izoelektrycznym miedzy biatkami Iricl_NA19 i Iric2_NA19 a biatkiem Iric3_NA19
(Tabela 4.8). Roznice te zostaly uwzglednione przy planowaniu eksperymentow,
co wptyneto na wybor odpowiednich warunkow buforowych i pH podczas izolacji biatek.
Obliczone poziomy identycznosci analizowanych sekwencji aminokwasowych
Iric NA19 znajdujg si¢ w zakresie 43-50% (Tabela 4.8).
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Tabela 4.6. Sekwencje aminokwasowe bialek Iric NA19 wraz z podstawowymi

parametrami (pl oraz masa czasteczkowa)

Rodzaj bialka . . Teoretyczny Masa
. Sekwencje aminokwasowe bialek Iric. NA19 czasteczkowa
Iric_ NA19 pl
[kDa]
AVNESATSEARTSSAAKETKKKNVTLHFPSYI
Iricl RNPQKLALELLEICKNNKSRNSLPSTNYSAIND 837 12 64
(115 aa)” KYVDFKNCTFLCKHAEDRNVTLDLPPNTLCG ' ‘
PNG ETCAEKSKCVGHIPGC
AEAASTGKNPVGDAPNGKKNNITFNFPPYVPN
Iric2 HHAFASSLWKLCEESTPKPEMKIVDSRTTYTR 838 1312
(117 aa)” RINDLQVNFKDCTFLCKRRFDNVTLDLPKNTP ' :
CGPKNQTCENKDQCVPHIPGC
AEAESINEKSDVEPSKGKNNSGLQFKFPPYVP
Iric3 NHKAFALRLLSLCEQGIYGTKINDLKVDFKNC 709 11.74
(105 aa)” TFLCIRKYENLTLPLPEDTPCGPNNQTCHKKD ' ’
ECV GYIPGC

* w nawiasach podano dtugos¢ sekwencji aminokwasowych (aa)

Tabela 4.7. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych bialek Iric_NA19: 11 dla Iricl_NA19,
12 dla Tric2_NA19 oraz 113 dla Iric3_NA19. Kolorem zielonym oznaczono konserwatywne
fragmenty sekwencji. Podkreslono i pogrubiono fragment sekwencji obejmujacy obszar
48-67 aminokwasu, ktéry zaproponowano u Iricl, jako potencjalne miejsce wigzania biatka OspC
(Kolb i in., 2015).

Il AVNESATSEARTSSAAKETKKKNVTLHEFPSYIRNPQKLALELLEICKNNKSRNSLPS——
I2 A-EAASTG-KNPVGDAPNGKKNNITEFNFPPYVPNHHAFASSLWKLCEESTPKPEMKIVDS
I3 A-EAESINEKSDVEPSKGKNNSGLQFKFPPYVPNHKAFALRLLSLCEQG

Il ——TNYSAINDKYVDFKNCTFLCKHAEDRNVTLDLPPNTLCGPNGETCAEKSKCVGHIPGC
I2 RTTYTRRINDLQVNFKDCTFLCKRRE-DNVTLDLPKNTPCGPKNQTCENKDQCVPHIPGC
I3 ——IYGTKINDLKVDFKNCTFLCIRKY-ENLTLPLPEDTPCGPNNQTCHKKDECVGYIPGC

Tabela 4.8. Podobienstwo oraz identycznos¢ sekwencji aminokwasowych bialek Iric_NA19.
Informacje zawarte w tabeli zostaty obliczone z wykorzystaniem sekwencji przedstawionych
w Tabela 4.6.

Pary poréownywanych bialek Podobienstwo sekwencji Identycznos$é sekwencji
Iric_NA19 aminokwasowych [%0] aminokwasowych [%0]
Iricl NA19i Iric2_NA19 57% 43%
Iricl_ NA19i Iric3_NA19 54% 40%
Iric2 NA19i Iric3_NA19 64% 50%
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4.2. Wybor sekwencji DNA do produkcji rekombinowanych bialek OspC

i Iric

Prace laboratoryjne przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej
rozpoczeto korzystajac z materiatu DNA zgromadzonego wczesniej W Pracowni
Inzyenirii Biatek w IChB PAN. Postuzyt on do przygotowania wektorow do produkcji
rekombinowanych biatek. Skrocony opis prac zwigzanych z otrzymaniem wektoréw

ekspresyjnych przedstawiono ponizej w celu tatwiejszego odbioru kolejnych, bardziej

szczegdtowych czesci rozdziatu WyniKi.

Wektory plazmidowe kodujgce biatko OspC

Sekwencje kodujace petnej dtugosci biatka OspC pochodzace z powyzszych
gatunkow Borrelia, pozyskano i zamplifikowano w plazmidach w trakcie wczesniejszych
badan prowadzonych w IChB PAN, z wyjatkiem sekwencji B. spielmianii. Ze wzgledu
na dostepnos¢ tej sekwencji jedynie w postaci liniowego produktu PCR, postanowiono
wklonowaé insert kodujacy BS.OspC do wektora pCR®2.1-TOPO® w celu
zabezpieczenia otrzymanego materiatu. Etapy uzyskania tego konstruktu zostaty opisane
ponizej W Rozdziatach 4.2.1 oraz 4.2.2, a procedura w Rozdziale 3.2.1.5.

Kolejnym etapem bylo utworzenie konstruktow genetycznych w oparciu
0 wektory ekspresyjne z serii pMCSG, ktore umozliwiaja wydajng produkcje
heterologicznych biatek, a obecnos¢ znacznika HisTag wspomaga proces
ich oczyszczania z zastosowaniem technik chromatograficznych (Rozdziat 4.3.5).
Uzyskano konstrukty delecyjne NA19, pozbawione sekwencji nukleotydowych
kodujacych pierwsze 19 aminokwasow z konca aminowego biatka, stanowigcych
sekwencje sygnatowg (Kumaran i in., 2001 a,b). Nastepnie przeprowadzono
optymalizacje zwigzang z wyborem odpowiedniego wektora ekspresyjnego z serii
pPMCSG (pMCSG9, pMCSG48 oraz pMCSG68) (Tabela 3.2). W wyniku tych dziatan
utworzono konstrukty pMCSG9-BA.OspC_NA19, pMCSG48-BA.OspC_NA19 oraz
pPMCSG68-BA.OspC_NA19, bazujgce na sekwencji kodujacej biatko BA.OspC NA19,
zgodnie z procedurg opisang w Rozdziale 3.2.1.6. Po potwierdzeniu poprawnosci
otrzymanych konstruktow, przeprowadzono wstepna kontrolg ekspresji genu kodujacego
biatko BA.OspC_NA19. W tym celu wykonano poréwnawcze testowe hodowle bakterii
w matej skali (Rozdziat 3.2.6.2). Wyniki tych eksperymentéw potwierdzity, ze wektor
pPMCSG48-BA.OspC_NA19 umozliwia najbardziej wydajng produkcj¢ biatka OspC.
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W zwigzku z tym pozostate sekwencje kodujace biatka OspC (BB.OspC_NAI9,
BG.OspC_NA19, BS.OspC_NA19) wklonowano do tego wektora (Rozdziat 3.2.1.5).
Uzyskane biatka BA.OspC NA19, BB.OspC NA19, BG.OspC NA19 oraz
BS.OspC NA19 wykorzystano na dalszych etapach do badan interakcji z ligandami
biatkowymi (fibrynogen oraz biatka Iric) (Rozdziat 3.2.10).

Aby zwigkszy¢ szanse na uzyskanie biatek w formie krystalicznej, opierajac si¢
na danych literaturowych skonstruowano nowe warianty delecyjne biatka OspC:
BA.OspC NA37, BB.OspC NA37, BG.OspC NA35, BG1.0spC_NA35 oraz
BS.OspC_NA36 (Kumaran i in., 2001b). Do ich utworzenia wykorzystano ponownie
wektor pMCSG48. Biatka OspCNA35-37 uzyskane w wyniku nadekspresji w bakteriach,

zostaty poddane przesiewowym testom krystalizacyjnym.

Wektory plazmidowe kodujgce biatka Iricl, Iric2 oraz Iric3

Do uzyskania biatek Iricl_NA19, Iric2_NA19 oraz Iric3_NA19 wykorzystano
konstrukty na bazie wektora pET-39b(+), ktore zostaty wczesniej utworzone w IChB
PAN. Bialtka Iric, nalezace do homologow biatka sliny Kleszcza Salpl5, sa jednymi
z ligandow biatka OspC. W zwiagzku z tym przeprowadzono optymalizacje procesu
produkcji i oczyszczania tych biatek w celu opracowania najbardziej wydajnego
protokotu (Rodziat 4.6). Poniewaz sg to biatka eukariotyczne, mozna byto przypuszczac,

ze ten etap bedzie nastreczal najwigcej trudnosci.

4.2.1. Klonowanie sekwencji kodujacej pelnej dlugosci biatko BS.OspC do wektora
pCR®2.1-TOPO®

Przeprowadzono synteze¢ CDNA kodujacego biatko BS.OspC metoda
tancuchowej reakcji polimerazy (ang. PCR — polimerase chain reaction) (Rozdziat
3.2.1.1). Uzyskane produkty reakcji PCR analizowano poprzez rozdziat
elektroforetyczny (Rozdziat 3.2.13). Obserwowano produkty wielkosci okoto 600 pz —
odpowiadajace wielkosci sekwencji kodujacej biatko BS.OspC (639 pz) (Rycina 4.1).
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Rycina 4.1. Wynik rozdzialu elektroforetycznego DNA zawierajacego sekwencje kodujaca
(cDNA) biatko BS.OspC namnozona metoda PCR. Cyframi o numerach 1-5 oznaczono cDNA
kodujace biatko BS.OspC oraz M — wzorzec masy DNA. Strzatkami oznaczono prazki wraz

z odpowiadajacymi im wielkos$ciami (pz).

Produkty PCR oczyszczono, a nastepnie zmierzono stezenie. Otrzymano
cDNA-BS.OspC o stezeniu 78,5 ng/ul. Uzyskane wartosci stosunkow Azeo280=1,9 oraz
Az60230=2,3 wskazywaty na brak zanieczyszczen (Rodziat 3.2.1.2).

4.2.2. Klonowanie TOPO TA Cloning do wektora pCR®2.1-TOPO®

Procedurg klonowania przeprowadzono zgodnie z protokotem i zaleceniami
producenta (Rozdziat 3.2.1.6), z wykorzystaniem $wiezo przygotowanego insertu CDNA-
BS.OspC. Otrzymanymi produktami ligacji transformowano bakterie E. coli (Rozdziaty
3.1.9 oraz 3.2.2), a nastgpnie izolowano i oczyszczano uzyskane plazmidy (Rozdziat
3.2.3).

Obecnos¢ insertu w wyizolowanych plazmidach potwierdzono z wykorzystaniem
reakcji PCR z uzyciem odpowiednich starterow OspC5’ oraz OspC3’ (Tabela 3.1).
Uzyskane produkty reakcji PCR analizowano poprzez rozdziat elektroforetyczny (Rycina
4.2). Obserwowano produkty wielkosci okoto 600 pz — odpowiadajgce wielkosci
sekwencji kodujacej biatka BS.OspC (639 pz). Na podstawie uzyskanych wynikow
przeprowadzono selekcje poprawnie skonstruowanych plazmidéw pCR®2.1-TOPO®

zawierajacych wlasciwe inserty (Rycina 4.2.).

95



700 pz —» . v s «— 636 pz
500 pz -

| —

M

Rycina 4.2. Wynik rozdzialu elektroforetycznego DNA zawierajacego sekwencje¢ kodujaca
bialko BS.OspC. Cyframi oznaczono: 1-6 — sekwencje kodujace biatko BS.OspC oraz

M —wzorzec masy DNA. Strzatkami 0znaczono prazki wraz z odpowiadajacymi im wielko$ciami

(P2).

Poprawnos¢ sekwencji nukleotydowych utworzonych konstruktow potwierdzono
poprzez reakcje sekwencjonowania. Do wykonania reakcji sekwencjonowania konieczne
byto wyizolowanie i oczyszczenie plazmidowego DNA (Rozdziat 3.2.1.2) z wybranych
kolonii bakteryjnych, w ktorych potwierdzono obecno$¢ insertu kodujacego biatka
BS.OspC (Rycina 4.2). Nastepnie mierzono stezenie preparatow. Otrzymano plazmidowe
DNA BS.OspC-pCR®2.1-TOPO® 0 stezeniu 246,6 ng/ul. Uzyskane wartosci stosunkow
Aoeo280=1,9 0raz Azeor30=2,2 wskazuja na brak zanieczyszczen.

Otrzymane wyniki reakcji sekwencjonowania analizowano przy uzyciu programu
BioEdit Sequence Alignment Editor, ktoéry umozliwit poréwnanie sekwencji
nukleotydowych do sekwencji wyjsciowych (referencyjnych). Wykonane analizy
potwierdzity poprawnos¢ wklonowanej sekwencji kodujacej biatko BS.OspC do wektora
pCR®2.1-TOPO®. Dlatego wykonany konstrukt wykorzystano jako matryce do dalszych

eksperymentow.
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4.3. Opracowanie strategii produkcji bialek OspC na przykladzie
BA.OspC_NA19

Opracowanie optymalnego protokotu produkcji biatlek OspC wykonano
na przyktadzie biatka BA.OspC NAI19. Proces ten byt wieloetapowy i obejmowat
nastepujace kroki:

1. Konstrukcja wektorow do produkcji biatka BA.OspC_ NA19 w oparciu o plazmidy
PMCSG9, pMCSG48 oraz pMCSG68 (Tabela 3.2).
2. Optymalizacja produkcji biatka BA.OspC_ NA19 w matej skali (Rozdziat 3.2.6.2).

3. Produkcja i oczyszczanie biatka biatka BA.OspC_ NA19 w duzej skali (Rozdziat
3.2.6.4).

Na podstawie uzyskanych wynikéw okreslono optymalne warunki, obejmujace
wybor odpowiedniego plazmidu do produkcji biatka (pMCSG48) oraz warunki produkcji
I oczyszczania biatek OspC. Procedury te zostaly nastepnie zastosowane do otrzymania
pozostatych form delecyjnych biatek OspC (OspC_NA19 oraz OspC_NA35-37).

4.3.1. Amplifikacja sekwencji kodujacej biatkko BA.OspC_NA19

Przeprowadzono syntez¢ CDNA kodujacego biatko BA.OspC NA19 metodg PCR
wedlug opisu przedstawionego w Tabela 3.3 oraz Tabela 3.4 (Rozdziat 3.2.1.1).
Uzyskane produkty reakcji PCR analizowano poprzez rozdzial elektroforetyczny
(Rozdziat 3.2.13). Obserwowano produkty wielkosci okoto 600 pz — odpowiadajace
wielko$ci sekwencji kodujacej biatko BA.OspC_NA19 (670 pz). (Rycina 4.3).

+«— 670 pz

S AN (AL

1 2

Rycina 4.3. Wynik rozdzialu DNA zawierajacego sekwencje¢ kodujaca (CDNA) bialko
BA.OspC_NA19 namnozonej metoda PCR. Cyframi o numerach 1-2 oznaczono cDNA
kodujace biatko BA.OspC_NA19 oraz M —wzorzec masy DNA. Strzatkg oznaczono prazki wraz

z odpowiadajacymi im wielkosciami (pz).
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Produkty PCR oczyszczono (Rozdziat 3.2.1.2), a nastgpnie zmierzono stezenie.
Otrzymano cDNA-BA.OspC NA19 o stezeniu 1455 ng/ul. Uzyskane wartoSci

stosunkow Azeo280=1,7 oraz Azeor230=2,3 Wskazywaly na brak zanieczyszczen.

4.3.2. Amplifikacja wektorow ekspresyjnych z serii pMCSG

Na tym etapie badan wybrano trzy wektory z serii pMCSG: pMCSG9, pMCSG48
oraz pPMCSG68, rdznigce si¢ obecnosciag sekwencji kodujacych biatka wspierajacych
proces produkcji bialek (Tabela 3.2). Wektor pMCSG9 zawiera gen kodujacy biatko
MBP (z ang. mannose-binding protein), a wektor pMCSG — gen kodujacy bialko NusA,
natomiast pMCSG68 nie zawiera dodatkowych genow wspierajacych powyzszy proces.
Kazdy z tych wektoréw ekspresyjnych jest wyposazony w sekwencj¢ kodujaca znacznik
HisTag, ktory odgrywa kluczowa rolg w dalszych etapach oczyszczania biatek oraz
sekwencje umozliwiajagce klonowanie oparte o technik¢ klonowania niezaleznego
od ligacji (ang. Ligation Independent Cloning, LIC).

Aby uzyska¢ odpowiednig ilos¢ wektorow ekspresyjnych pMCSG
przeprowadzono transformacje¢ i hodowle bakterii E. coli oraz wykonano izolacje
plazmidéw (Rozdziat 3.2.3). W wyniku izolacji uzyskano wektory z serii pMCSG,
a stezenia oraz stosunki Azeorzgo | Azsor2z0 przedstawiono w Tabela 4.9. Uzyskane pomiary

potwierdzity dobrg jako$¢ preparatow.

Tabela 4.9 Wyniki pomiaréw stezenn DNA oraz ich oceny jakosci metodg absorpcji swiatla

0 dlugosci fali 260 nm

Produkt izolacji DNA Stezenie DNA [ng/ul] Stosunek Aze0/280 Stosunek Azso/230
pMCSG9 291 1,7 2,32
pMCSG48 314 1,71 2,31
pMCSG68 281 1,69 2,29

Do przeprowadzenia LIC nalezato uzyskac liniowg forme wektorow pMCSG
poprzez trawienie enzymem restrykcyjnym Sspl (Rozdziat 3.2.1.4). W wyniku
oczyszczania preparatow po trawieniu uzyskano wektory pMCSG, a stezenia oraz
stosunki Azsor2go 1 Azeo230 przedstawiono w Tabela 4.10. Uzyskane pomiary potwierdzity

dobra jako$¢ preparatow.
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Tabela 4.10 Wyniki pomiarow stezen DNA oraz ich oceny jakos$ci metoda absorpcji §wiatla

0 dlugosci fali 260 nm

Produkt izolacji DNA Stezenie DNA [ng/ul] Stosunek Aze0/280 Stosunek Azeo/230
pMCSG9 190 1,78 2,1
pPMCSG48 2225 1,81 2,1
pMCSG68 180,5 18 1,9

Uzyskany produkt analizowano dodatkowo poprzez rozdziat elektroforetyczny
(Rozdziat 3.2.13) (Rycina 4.4).

6390 pz

. ' ' <«— 6726 pz

<+«— 4817 pz

q{{ mg

M 1 2 3

Rycina 4.4. Wynik rozdzialu elektroforetycznego DNA zawierajacego liniowe formy
wektorow z serii pMCSG uzyskanych w wyniku trawienia enzymem restrykcyjnym Sspl.
Cyframi oznaczono: 1 — liniowa forma wektora pMCSG9 (6390 pz); 2 — liniowa forma wektora
pMCSG48 (6726 pz), 3 — liniowa forma wektora pMCSG68 (4817 pz) oraz M — wzorzec masy

DNA. Strzatkami 0znaczono prazki wraz z odpowiadajacymi im wielko$ciami (pz).

4.3.3. Niezalezne od ligacji klonowanie do wektorow ekspresyjnych z serii pMCSG

Wykonano hybrydyzacje insertow zawierajagcych sekwencje kodujaca biatko
BA.OspC_NA19 do wektorow pMCSG9, pMCSG48 oraz pMCSG68 wedtug opisu
przedstawionego w Rozdziale 3.2.1.5. Schemat przygotowania mieszanin reakcyjnych
przedstawiono w Tabela 3.8. Otrzymane produkty LIC wykorzystywano do transformacji
bakterii E. coli (Rozdziat 3.2.2). Nastepnie wykonano posiewy stransformowanych
komorek bakteryjnych na szalki z zestalong pozywka LB zawierajacg antybiotyk
selekcyjny (ampicyling).
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Wstepna weryfikacje otrzymanych plazmidow przeprowadzono
z wykorzystaniem reakcji PCR (Rozdzial 3.2.4) Uzyskane produkty reakcji PCR
analizowano poprzez rozdziat elektroforetyczny (Rozdziat 3.2.13) (Rycina 4.5).
Obserwowano produkty wielkosci okoto 600 pz — odpowiadajgce wielkosci sekwencji
kodujacej biatko BA.OspC NA19 (573 pz). Na podstawie uzyskanych wynikow
przeprowadzono selekcje poprawnie skonstruowanych plazmidéow: pMCSG9-
BA.OspC_NA19, pMCSG48-BA.OspC_NA19 oraz pMCSG68-BA.OspC_NAI19

zawierajgcych wlasciwe inserty.

- <«—— 573pz

M 1 2 3 4 5

Rycina 4.5. Wynik rozdzialu elektroforetycznego DNA zawierajacego sekwencje kodujaca
bialkoBA.OspC_NA19. Cyframi oznaczono: 1-2 — sekwencje kodujace biatko BA.OspC_NA19
w wektorze pMCSG9, 3-4 — sekwencje kodujgce biatko BA.OspC_NA19 w wektorze pMCSG48,
5 — sekwencja kodujaca biatko BA.OspC_NA19 w wektorze pMCSG68 oraz M — wzorzec masy

DNA. Strzatkami 0znaczono prazki wraz z odpowiadajacymi im wielkosciami (pz).

Poprawnos$¢ sekwencji nukleotydowych utworzonych konstruktow potwierdzono
poprzez reakcje¢ sekwencjonowania. Do wykonania reakcji sekwencjonowania konieczne
byto wyizolowanie i oczyszczenie plazmidowego DNA (Rozdziat 3.2.3) z wybranych
kolonii bakteryjnych, w ktorych potwierdzono obecno$¢ insertu kodujacego biatka
BA.OspC_NAI19 (Rycina 4.5). Nast¢pnie zmierzono st¢zenia preparatow, a Wyniki stezen
oraz wartosci stosunkow Azeo2s0 0raz Azeorz3o przedstawiono w Tabela 4.11. Uzyskane

pomiary potwierdzity dobra jako$¢ preparatow.
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Tabela 4.11. Wyniki pomiaréw stezen plazmidowego DNA oraz ich oceny jako$ci metoda

absorpcji swiatla o dlugosci fali 260 nm

Produkt izolacji

plazmidowego DNA Stezenie DNA [ng/ul] Stosunek Azso/280 Stosunek Azeo/230

PMCSGY - BA.OspC_NA19 76 1,78 1,97
PMCSG48 - BA.OspC_NAI19 89 1,81 2,11
PMCSG68 - BA.OspC_NAI19 87 1,79 2.1

Otrzymane wyniki reakcji sekwencjonowania analizowano przy uzyciu programu
BioEdit Sequence Alignment Editor, ktory umozliwil poréwnanie Ssekwencji
nukleotydowych do sekwencji wyjsciowej (referencyjnej). Wykonane analizy
potwierdzity poprawnos¢ wklonowanych sekwencji kodujacych biatko BA.OspC_NA19
do wektorow pMCSG. Uzyskane konstrukty ekspresyjne wykorzystano do dalszych
eksperymentow zwigzanych z optymalizacjg produkcji biatka BA.OspC_NA19.

4.3.4. Optymalizacja protokotu produkcji biatek OspC_NA19 w malej skali
na przykladzie BA.OspC_NA19

W celu doboru odpowiednich warunkow produkcji biatek OspC_NA19 wykonano
szereg prac zwigzanych z wyborem odpowiedniego wektora ekspresyjnego z serii
PMCSG (pMCSG9, pMCSG48 oraz pMCSG68) (Tabela 3.2) oraz oszacowaniu
wydajnosci ekspresji genu kodujacego biatko BA.OspC_NAT19.

Biatka OspC_NA19 produkowano w ekspresyjnym szczepie bakteryjnym One
Shot BL21-Star (DE3) E. coli, ktory zostat stransformowany plazmidami pMCSG9-
BA.OspC_NA19, pMCSG48-BA.OspC_NA19 oraz pMCSG68-BA.OspC_NA19
(Rozdziat 3.2.2). W pierwszym etapie produkcji biatka heterologicznego wykonano
testowe hodowle bakterii w matej skali (Rozdziat 3.2.6.2). Aby utworzy¢ profil ekspresji
genow kodujacych biatko BA.OspC_NA19 wyodrebniono dwie grupy hodowli bakterii:
jedna poddana indukcji IPTG, druga kontrolna nieindukowana. Hodowle bakteryjne
(indukowana i nieindukowana) prowadzono w tych samych warunkach temperaturowych
(37°C) oraz czasowych (4 godziny). Dodatkowo po zakonczeniu hodowli analizowano

frakcje biatek rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych (Rozdziat 3.2.6.3).

101



—_—

“ P —— } 4 0|
75 kDa — [y -
63 kDa —» a— '

a——

M 1o 2 3 4 S 6

—

Rycina 4.6. Wynik rozdzialu elektroforetycznego bialek BA.OspC_NA19
wyprodukowanych z wykorzystaniem réznych wektorow ekspresyjnych z serii pMCSG.
Cyframi oznaczono: 1 — Rozpuszczalna frakcja biatka fuzyjnego BA.OspC_NA19-MBP-HisTag,

2 — Nierozpuszczalna frakcja biatka fuzyjnego BA.OspC NA19-MBP-HisTag,
3 - Rozpuszczalna  frakcja  biatka  fuzyjnego  BA.OspC NA19-NusA-HisTag,
4 — Nierozpuszczalna frakcja biatka fuzyjnego BA.OspC NA19-NusA-HisTag,

5 — Rozpuszczalna frakcja biatka fuzyjnego BA.OspC NA19-HisTag, 6 — Nierozpuszczalna
frakcja biatka fuzyjnego BA.OspC NA19-HisTag oraz M —wzorzec masy. Strzatkami 0znaczono

okreslone prazki wraz z odpowiadajacymi im wielkosciami (kDa).

W celu zobrazowania wynikéw analizy rozpuszczalnosci biatek fuzyjnych
BA.OspC_NA19-MBP-HisTag, BA.OspC_NA19-NusA-HisTag oraz BA.OspC_NA19-
HisTag, przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny (Rozdziat 3.2.14). Wyniki analiz
(Rycina 4.6) wskazalty, ze w trakcie eksperymentu powstaty rozpuszczalne biatka
fuzyjne:  BA.OspC_NA19-MBP-HisTag oraz  BA.OspC_NA19-NusA-HisTag.
Dodatkowo zaobserwowano, ze nieznaczna czegs¢ biatek fuzyjnych BA.OspC NA19-
MBP-HisTag oraz BA.OspC _NA19-NusA-HisTag produkowana jest we frakcji
nierozpuszczalnej. Natomiast plazmid pMCSG68 nie pozwala na wydajng ekspresje
sekwencji kodujacej biatko BA.OspC_NA19.
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Rycina 4.7. Wynik rozdzialu elektroforetycznego bialtka fuzyjnego OspC_NA19BA-NusA-

HisTag produkowanego w bakteriach E. coli poddawanych indukcji IPTG oraz
niepoddawanych indukcji IPTG (warunki kontrolne). Cyframi oznaczono proby badane oraz
kontrolne: 1 — préba kontrolna — analiza hodowli bakterii E. coli po osiagnieciu ODggo przed
indukcja i wiasciwag hodowla 4-godzinng, 2 — analiza po 1 godzinie hodowli bakterii
nieindukowanych IPTG (kontrola), 3 — analiza po 1 godzinie hodowli bakterii indukowanych
IPTG, 4 — analiza po 2 godzinach hodowli bakterii indukowanych IPTG, 5 — analiza
po 2 godzinach hodowli bakterii indukowanych IPTG, 6 — analiza po 3 godzinach hodowli
bakterii indukowanych IPTG, 7 — analiza po 3 godzinach hodowli bakterii indukowanych IPTG,
8 — analiza po 4 godzinach hodowli bakterii indukowanych IPTG, 9 — analiza po 4 godzinach
hodowli bakterii indukowanych IPTG oraz M — wzorzec masy. Strzatkg 0znaczono prazek wraz

z odpowiadajacag mu wielkos$cia (kDa).

Na podstawie uzyskanych wynikow zdecydowano, ze dalsze prace beda
prowadzone z zastosowaniem wektora pMCSG48, ktory umozliwia wydajng produkcje
biatka fuzyjnego BA.OspC_NA19-NusA-HisTag we frakcji rozpuszczalnej. Cho¢ wektor
PMCSG9 réwniez pozwalal na produkcje biatka BA.OspC NA19, to jednak
w porownaniu do wektora pMCSG48 wigksza czes¢ biatka byta obecna we frakcji
nierozpuszczalne;j.

W celu zobrazowania profilu ekspresji sekwencji kodujacej biatko
BA.OspC_NA19-NusA-HisTag w czasie, przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny
otrzymanych biatek po 1-, 2-, 3- i 4-godzinnej hodowli bakterii (Rozdzial 3.2.14).
Stwierdzono, ze w wyniku indukcji hodowli bakteryjnych czynnikiem IPTG dochodzi
do produkcji biatka fuzyjnego BA.OspC_NA19-NusA-HisTag, a wraz z uptywem czasu
ilos¢ produkowanego biatka ulega zwigkszeniu (Rycina 4.7). W przypadku préb
pochodzacych z nieindukowanych hodowli bakteryjnych, nie zaobserwowano
charakterystycznego produktu, ktéry wskazywalby na obecnos¢ badanego biatka.
W dodatku proby nieindukowane charakteryzowaly sie¢ wysokim podobienstwem
do proby kontrolnej (bakterie przed indukcja).
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4.3.5. Zwiekszenie skali produkcji i oczyszczania bialek OspC_NA19
na przykladzie BA.OspC_NA19

Po wstepnej optymalizacji warunkéw hodowli bakterii One Shot BL21-Star
(DEJ) E. coli transformowanych plazmidem pMCSG48-BA.OspC_NA19 w matej skali,
zwickszono skal¢ hodowli bakterii, aby zintensyfikowaé¢ produkcje Dbiatka
BA.OspC_NA19. Hodowle bakteryjne przeprowadzono w 1 litrze pozywki, stosujac dwie
rézne strategie. Poczatkowo hodowle bakterii prowadzono w temperaturze 37°C,
az do osiggniccia logarytmicznej fazy wzrostu (warto$¢ ODeoo pomig¢dzy 0,6-0,8).
Nastepnie dodawano IPTG jako czynnik indukujacy ekspresje i kontynuowano hodowlg
przez 4 godziny w temperaturze 37°C. W alternatywnej strategii, przed indukcja IPTG
schtadzano hodowle do 18°C, nastepnie dodawano IPTG i kontynuowanno hodowle
przez 16 godzin w temperaturze 18°C. Po zakonczeniu obu typow hodowli zawiesing
bakterii odwirowano, a pozywke dekantowano. Analiza rozpuszczalnosci biatek
(Rozdziat 3.2.6.3) wykazata, ze najwydajniejsza produkcja biatka BA.OspC_NA19 miata
miejsce przy zastosowaniu drugiej strategii: hodowla przez 16 godzin w 18°C.
Wyselekcjonowane powyzej warunki hodowli zostaly nastepnie zastosowane
w kolejnych etapach badan, obejmujacych produkcje biatek OspC_NA19 pochodzacych
z pozostatych szczepoéw Borrelia (BB.OspC NA19, BG.OspC_NA19, BS.OspC_NA19).

Aby wyizolowa¢ biatka OspC_NA19 postepowano zgodnie z procedurg opisang
w Rozdziale 3.2.6.5. Proces oczyszczania preparatow biatkowych prowadzono metoda
chromatografii powinowactwa do ztoza z unieruchomionymi jonami niklu (INiAC),
ktorej kluczowym etapem bylo zwigzanie biatka wyposazonego w znacznik HisTag
do ztoza niklowego Ni-NTA. W celu zmaksymalizowania wigzania biatka do ztoza,
Kilkukrotnie (dziewigciokrotnie) przepuszczano przez nie lizat bakteryjny. Jako$é
uzyskanego biatka fuzyjnego (BA.OspC NA19-NusA-HisTag) oceniono za pomoca
rozdziatu elektroforetycznego (Rozdziat 3.2.14). We frakcji eluowanej 400 mM
imidazolem (Rycina 4.8) zaobserwowano produkt o masie okoto 80 kDa, co potwierdzito
obecno$¢ biatka BA.OspC _NAI19 polaczonego z partnerem fuzyjnym (NusA oraz
HisTag). Nie stwierdzono obecnosci znaczacych ilosci biatka fuzyjnego we frakcji
pochodzacej z przeptukiwania kolumny buforem, co sugeruje, ze wielokrotne
przeptukiwanie ztoza niklowego lizatem skutecznie umozliwia zwigzanie si¢ biatka

fuzyjnego do ztoza.
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Rycina 4.8. Wynik rozdzialu elektroforetycznego preparatow bialkowych otrzymanych

po oczyszczaniu biatka fuzyjnego OspC_NA19BA-NusA-HisTag metoda chromatografii
powinowactwa INIAC. Cyframi oznaczono badane proby badane: 1 — biatko fuzyjne
OspC_NA19BA-NusA eluowane 400 mM imidazolem, 2 — lizat zawierajacy ekstrakt biatek
(otrzymany po izolacji z komorek bakteryjnych) przesaczony przez kolumng chromatograficzna
oraz M — wzorzec masy. Strzatkg oznaczono okreslony prazek wraz z odpowiadajgca mu
wielkoscig (kDa).

Oddzielenie biatka BA.OspC_NAI19 od partnera fuzyjnego NusA-HisTag
wykonano poprzez trawienie proteolityczne z wykorzystaniem proteazy TEV
(ang. Tobacco Etch Virus), ktora rozpoznaje specyficzng sekwencje aminokwasow
ENLYFQS. Obecnos$¢ tej sekwencji w biatkach fuzyjnych umozliwia skuteczne odcigcie
biatka BA.OspC_NA19 od NusA-HisTag. Trawienie proteolityczne prowadzono podczas
dializy, ktorej celem byta wymiana buforu wymywajacego 0 stezeniu imidazolu 400 mM
na bufor o koncowym st¢zeniu imidazolu 20 mM (Rozdziat 3.2.6.5). Po ukonczonej
dializie (16 godzin, 4°C), potaczonej z trawieniem proteolitycznym, jakos$¢ preparatu
oceniono za pomocg elektroforezy (Rozdziat 3.2.14). Otrzymane wyniki potwierdzity
obecnos¢ biatka BA.OspC_NA19 w badanej probie (Rycina 4.9).
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Rycina 4.9. Wynik rozdzialu elektroforetycznego preparatu bialkowego otrzymanego
w wyniku hydrolizy proteolitycznej biatka fuzyjnego OspC_NA19BA-NusA-HisTag
proteaza TEV. Cyfra oznaczono: 1 — biatko fuzyjne OspC_NA19BA-NusA poddane trawieniu
proteolitycznemu proteazg TEV oraz M —wzorzec masy. Strzatkami 0znaczono okre$lone prazki

wraz z odpowiadajacymi im wielkos$ciami (kDa).

Po przeprowadzeniu trawienia proteolitycznego oraz dializy, zgodnie
z wczeSniejszymi etapami, konieczne byto ponowne zastosowanie chromatografii
powinowactwa INiAC w celu oczyszczenia biatka BA.OspC_NA19 oraz oddzielenia go
od proteazy TEV i partnera fuzyjnego (NusA i HisTag) (Rozdziat 3.2.6.5). Jakosc¢
I homogennos$¢ uzyskanego preparatu oceniono za pomoca elektroforezy (Rozdziat
3.2.14). Otrzymane wyniki potwierdzity obecnos¢ biatka BA.OspC_NA19 w badanej
probie (Rycina 4.10). Ze wzgledu na obecnos$¢ niespecyficznych zanieczyszczen
biatkowych w preparacie po chromatografii powinowactwa INiAC, wprowadzono
dodatkowy etap oczyszczania preparatu poprzez saczeniec molekularne. Etap ten
umozliwit otrzymanie homogennego i rozpuszczalnego biatka BA.OspC_NAT19.
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Rycina 4.10. Wynik rozdzialu elektroforetycznego preparatu bialkowego otrzymanego
po oczyszczeniu biatka BA.OspC_NA19 i oddzieleniu od frakcji bialek fuzyjnych (NusA-
HisTag) metoda chromatografii powinowactwa INIiAC. Cyfra oznaczono: 1 — biatko fuzyjne
OspC_NA19BA-NusA poddane trawieniu proteolitycznemu proteazag TEV oraz M — wzorzec

masy. Strzatkami 0znaczono okreslone prazki wraz z odpowiadajagcymi im wielkosciami (KDa).
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4.4. Konstrukcja wektoréw do produkcji bialek OspC_NA19 oraz
OspC_NA35-37 w bakteryjnym systemie ekspresyjnym

4.4.1. Amplifikacja sekwencji kodujacej bialka OspC_NA19 metoda PCR

Kolejnym etapem badan eksperymentalnych bylo przygotowanie elementow
sktadowych  konstruktow  genetycznych  kodujagcych  biatka  OspC NA19
z poszczego6lnych gatunkow Borrelia s.l.: B. afzelii, B. burgdorferi s.s., B. garinii oraz
B. spielmanii (BA.OspC_NA19, BB.OspC _NA19, BG.OspC_NA19, BS.OspC_NA19).
Przeprowadzono syntez¢ CDNA kodujacego biatka OspC NA19 metodg PCR wedtug
opisu przedstawionego w Tabela 3.3 oraz Tabela 3.4. Jako matryce wykorzystano
wczesniej przygotowane wektory zawierajace sekwencje kodujace petnej dlugosci biatka
OspC: pET200-BA.OspC, pET200-BB.OspC, pET200-BG.OspC oraz pCR™2.1-
TOPO®-BS.OspC. Za pomoca narzedzia bioinformatycznego Primer Desing
(https://bioinformatics.anl.gov/cgi-bin/tools/primer_design.pl) zaprojektowano startery
(Tabela 3.1) zawierajace sekwencje flankujace LIC do wektorow ekspresyjnych z serii
PMCSG (Tabela 3.2). Aby okres$li¢ optymalng temperature przytaczania starterow
(hybrydyzacji) prowadzono ten etap reakcji PCR w gradiencie temperatury w zakresie
58-68°C. Wykazano, ze odpowiednie warunki temperaturowe hybrydyzacji starteroéw
to 62°C, dlatego kolejne reakcje PCR wykonywano w tych warunkach (Rozdziat 3.2.1.1).
Uzyskane produkty reakcji PCR analizowano poprzez rozdziat elektroforetyczny DNA
(Rozdziat 3.2.13) (Rycina 4.11). Obserwowano produkty wielkosci okoto 600 pz —
odpowiadajagce wielko$ciom sekwencji kodujacych biatka OspC NAI19: 573 pz
(BA.OspC_NA19 oraz BG.OspC NA19), 579 pz (BB.OspC NAI19) oraz 582 pz
(BS.OspC_NA19).
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Rycina 4.11. Wynik rozdzialu elektroforetycznego DNA zawierajacego sekwencje kodujace
(cDNA) bialka OspC_NA19 namnozone metoda PCR. Cyframi oznaczono: 1 — cDNA
kodujace biatko BA.OspC NA19, 2 — cDNA kodujace biatko BB.OspC NA19, 3 — cDNA
kodujace biatko BG.OspC_NA19, 4 — cDNA kodujace biatko BS.OspC_NA19 oraz M — wzorzec

masy DNA. Strzatkami 0znaczono okreslone prazki wraz z odpowiadajagcymi im wielko$ciami

(p2).

Po uzyskaniu produktéw PCR charakteryzujacych si¢ prawidtowa wielko$cig oraz
brakiem zanieczyszczen niespecyficznymi produktami wykonano oczyszczanie
fragmentow DNA (Rozdziat 3.2.1.2). Nastepnie mierzono stezenie preparatow, a wyniki

tych pomiaréw umieszczono w Tabela 4.12.

Tabela 4.12. Wyniki pomiaréw stezen DNA oraz ich oceny jakos$ci metoda absorpcji §wiatla
0 dhugosci fali 260 nm

Produkt reakcji PCR Stezenie DNA [ng/pl] Stosunek Azso/280 Stosunek Azs0/230
cDNA - BA.OspC_NA19 91,5 1,71 2,11
cDNA - BB.OspC_NA19 97 1,7 2,23
cDNA - BG.OspC_NA19 104 1,78 2,21
cDNA - BS.OspC_NA19 121,3 1,8 2,18

4.4.2. Niezalezne od ligacji klonowanie do wektora ekspresyjnego pMCSG48

W celu uzyskania konstruktow genetycznych umozliwiajagcych wydajng
produkcje bialek OspC_NA19 wykonano LIC, ktére umozliwilo wprowadzenie
sekwencji kodujacych badane warianty delecyjne biatkek OspC (BA.OspC_NA19,
BB.OspC_NA19, BG.OspC_NA19, BS.OspC_NA19) do wektora pMCSG48. Schemat
przygotowania mieszanin reakcyjnych przedstawiono w Tabela 3.8, a reakcje LIC

prowadzono wedhug opisu przedstawionego w Rozdziale 3.2.1.5.

109



Otrzymane produkty ligacji wykorzystywano do transformacji bakterii E. coli
(Rozdziat 3.2.2). Nastepnie wykonano posiewy stransformowanych komorek
bakteryjnych na szalki z zestalong pozywka LB zawierajagcg antybiotyk selekcyjny
(ampicyling).

Wstepna weryfikacje otrzymanych plazmidow przeprowadzono
z wykorzystaniem reakcji PCR (Rozdziat 3.2.4) Uzyskane produkty reakcji PCR
analizowano poprzez rozdzial elektroforetyczny (Rozdziat 3.2.13) (Rycina 4.12).
Obserwowano produkty wielkosci okoto 600 pz — odpowiadajace wielko$ciom sekwencji
kodujacych biatka OspC_NA19: 573 pz (BA.OspC_NA19 oraz BG.OspC_NA19), 579 pz
(BB.OspC_NA19) oraz 582 pz (BS.OspC_NA19). Na podstawie uzyskanych wynikoéw
przeprowadzono selekcje poprawnie skonstruowanych plazmidow pMCSG48

zawierajacych wlasciwe inserty (Rycina 4.12).

_— <+—7 570 pz

Rycina 4.12. Wynik rozdzialu elektroforetycznego DNA zawierajacego sekwencje kodujace
biatka OspC_NA19. Cyframi oznaczono: 1-3 — sekwencje kodujace biatko BA.OspC NA19,
4-6 — sekwencje kodujace biatko BB.OspC NA19, 1-9 — sekwencje kodujgce biatko
BG.OspC_NA19, 10-12 — sekwencje kodujgce biatko BS.OspC _NA19 oraz M — wzorzec masy

DNA. Strzatka 0znaczono prazek wraz z odpowiadajaca mu wielkosciami (pz).

Poprawnos¢ sekwencji nukleotydowych utworzonych konstruktow potwierdzono
poprzez reakcje sekwencjonowania. Do wykonania reakcji sekwencjonowania konieczne
byto wyizolowanie i oczyszczenie plazmidowego DNA (Rozdziat 3.2.3) z wybranych
kolonii bakteryjnych, w ktorych potwierdzono obecnos$¢ insertu kodujgcego biatka
OspC _NAI19 (Rycina 4.12). Nastgpnie zmierzono st¢zenie preparatow, a otrzymane
wyniki umieszczono w Tabela 4.13. Uzyskane wartosci stosunkoéw Azeo2s0 0raz A260/230

wskazuja na dobra jako$¢ preparatow.
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Tabela 4.13. Wyniki pomiaréw stezen plazmidowego DNA oraz ich oceny jako$ci metoda

absorpcji swiatla o dlugosci fali 260 nm

Produkt izolacji

plazmidowego DNA Stezenie DNA [ng/ul] Stosunek Aze0/280 Stosunek Azeo/230

PMCSG48 - BA.OspC_NA19 82 19 2.2
PMCSG48 - BB.OspC_NAI19 71 1,87 2,19
PMCSG48 - BG.OspC_NA19 74,5 1,91 2.1
PMCSG48 - BS.0spC_NA19 103,1 1,92 23

Otrzymane wyniki reakcji sekwencjonowania analizowano przy uzyciu programu
BioEdit Sequence Alignment Editor, ktoéry umozliwil poréwnanie Ssekwencji
nukleotydowych do sekwencji wyjsciowych (referencyjnych). Wykonane analizy
potwierdzity poprawno$¢ wklonowanych sekwencji kodujacych badane biatka
OspC_NA19 (Tabela 4.14) do wektora pMCSG48. Uzyskane konstrukty ekspresyjne
wykorzystano do dalszych eksperymentow zwigzanych z produkcja biatek OspC_NA19.
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Tabela 4.14. Sekwencje nukleotydowe kodujace bialka OspC _NA19 uzyskane w wyniku

sekwencjonowania 5°— 3’

Rodzaj bialka
OspC__NA19

BA.OspC_NA19
(573 p2)”

BB.OspC_NAI19
(579 pz)”

BG.OspC_NAI19
(573 pz)”

BS.0OspC_NA19
(582 pz)”

Sekwencje nukleotydowe kodujace biatka OspC_NA19

AATAATTCAGGGAAAGGTGGGGATATTGCATCTACTAATCCTGATGAG
TCTGCGAAAGGACCTAATCTTACAGAAATAAGCAAAAAAATTACAGAT
TCCAATGCAGTTGTACTAGCTGTGAAAGAAGTTGAGGCTTTGCTTTCAT
CTATAGATGAACTTGCTAAAACTATTGGTAAAAAAATAGAGGCAAATG
GTTTGGGTAACGAAGCGGATAAAAACGGATCATTATTAGCAGGAGCCT
ATGCAATATCAACCCTAATAAAACAAAAATTAGATGGATTGAAAGGTC
TAGAAGGATTAAATAAAGAAATTGCGGAGGCCAAGAAATGTTCCGAA
GCATTTACTAAAAAGCTACAAGATAGTAACGCAGATCTTGGAAAACAT
AATGCTACTGATGCTGATTCGAAAGAAGCAATTTTGAAAACAAATGGG
ACTAAAACTAAGGGTGCTAAAGAACTTGAAGAGTTGTTTAAATCAGTA
GAAAGCTTGTCAAAAGCAGCTAAAGAAGCATTAAGTAATTCAGTTAAA
GAGCTTACAAGCCCTGTTGTAGCAGAAAGTCCAAAAAAACCTTAA

AATAATTCAGGAAAAGATGGGAATACATCTGCAAATTCTGCTGATGAG
TCTGTTAAAGGGCCTAATCTTACAGAAATAAGTAAAAAAATTACGGAT
TCTAATGCGGTTTTACTTGCTGTGAAAGAGGTTGAAGCGTTGCTGTCAT
CTATAGATGAGCTTGCTAAAGCTATTGGTAAAAAAATAAAAAACGATG
GTAGTTTAGGTGATGAAGCAAATCACAACGAGTCATTGTTAGCAGGAG
CTTATACAATATCAACCTTAATAACACAAAAATTAAGTAAATTAAACG
GATCAGAAGGTTTAAAGGAAAAGATTGCCGCAGCTAAGAAATGCTCTG
AAGAGTTTAGTACTAAACTAAAAGATAATCATGCACAGCTTGGTATAC
AGGGCGTTACTGATGAAAATGCAAAAAAAGCTATTTTAAAAGCAAATG
CAGCGGGTAAAGATAAGGGCGTTGAAGAACTTGAAAAGTTGTCCGGAT
CATTAGAAAGCTTATCAAAAGCAGCTAAAGAGATGCTTGCTAATTCAG
TTAAAGAGCTTACAAGTCCTGTTGTGGCAGAAAGTCCAAAAAAACCTT
AA

AATAATTCAGGTGGGGATACTGCATCTACTAATCCTGATGAATCTGTTA
AGGGGCCTAATCTTACAGAAATAAGCAAAAAAATTACAGATTCTAATG
CATTTGTACTGGCTGTGAAAGAAGTTGAGGCTTTGATCTCATCTATAGA
TGAACTTGCTAAAGCTATTGGTCAAAGAATACAACAAAATGGTTTAGT
TGCTGATGCGGGTCACAACAGCGCATTGTTAGCAGGAGCCCATGAAAT
ATCAATCCTAATAACACAAAAATTAGATGGATTAAAAGGTTTAGAAGG
ATTAAAAGCAGAGATTGCAGAAGCTAAGAAATATTCTGAAGCATTTAC
TAAAAAACTAAAAGATAATCATGCACAGCTTGGTATACAGAATGGTGC
TTCTCTTGATGATGAGGCAAAAAAAGCTATTTTAAAAACAAATGTGGA
CAAAACCAAGGGTGCTGAAGAGCTTGAAAAGTTATTTAAATCAGTAGA
AAGCTTGTCAAAAGCAGCGCAAGAAGCACTAACTAATTCAGTTAAAGA
GCTTACAAATCCTGTTGTGGCAGAAAGTCCAAAAAAACCTTAA

AATAATTCAGGTGGGGATTCTACATCTACTAAGCCTGTTGATAAGCCTG
CTAAGGGACCTAATCTTGCAGAAATAAGTAAAAAAATTACAGATTCTA
ACACATTTGTACTGGCTGTGAAAGAAGTTGAGACTTTGGTTTCATCTAT
AGATGAGCTTGCTAAGAAAGCTATTGGCCAAAAAATAGATCAAAATAG
TGGTTTAGGTGCTTTACAGAGTCAAAACGGATCATTGTTAGCAGGAGT
CTATGCAATATCAACTCTAATAACAGATAAATTGAGTAAATTGAAAAA
TTCAGAAGAATTAAAGGCGGAAATTGCAAAGGCTAAGAAATGTTCCGA
AGACTTTACTAATAAACTAAAGCTTAGTCACGCTGATCTTGGAGCGGT
AAATGGTGCTACTACTGATGATCATGCAAAAGCGGCTATTTTAAAAAC
AAATGCGCCTGACGACAAGGGTGCTAAAGAATTTAAAGGTTTATTTGA
ATCAGTAGAAAGCTTGTCAAAAGCAGCTAAAGCAGCATTAGCCAATTC
AGTTAAAGAGCTTACAAGTCCTGTTGCGGCAGAAAGTCCAAAAAAACC
TTAA

* w nawiasach podano dtugos¢ sekwencji nukleotydowych (pz)
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4.4.3. Przygotowanie konstruktow pMCSG48-OspC_N A35-37 do badan
krystalograficznych

Uzywajac uzyskane biatka OspC_NA19 przeprowadzono szereg testow
krystalizacyjnych, ktére jednak nie przyniosty oczekiwanych rezultatow, poniewaz
nie uzyskano biatek w postaci krystalicznej. Opierajac si¢ na dostepnych danych w bazie
PBD dotyczacych dwoch struktur biatka OspC z B. burgdorferi s. s. (PDB: 1GGQ
i 1F1IM) podjeto decyzje o utworzeniu kolejnych mutantéw delecyjnych biatek OspC
pozbawionych 35-37 aminokwaséw na koncu aminowym biatka, w zaleznosci
od gatunku Borrelia.

Pierwszym krokiem bylo przygotowanie elementéw sktadowych konstruktow
genetycznych do produkcji biatek OspC _NA35-37 z poszczegdlnych gatunkow
Borrelias.l.: B. afzelii, B. burgdorferi s.s., B. garinii oraz B. spielmanii (BA.OspC_NA37,
BB.OspC_NA37, BG.OspC NA35, BG1.0OspC _NA35, BS.OspC_NA36). W ramach
tego etapu przeprowadzono synteze sekwencji kodujacych biatka OspC NA35-37
za pomocg reakcji PCR (Rozdziat 3.1.1). Jako matryce uzyto wczesniej przygotowane
wektory zawierajace  sekwencje kodujace pelnej dlugosci biatka OspC:
PET200-BA.OspC, pET200-BB.OspC, pET200-BG.0spC, pCR®-XL-TOPO-BG1.0spC
oraz pCR™2.1-TOPO®-BS.0spC. Za pomocg narzedzia bioinformatycznego Primer
Desing zaprojektowano startery (Tabela 3.1) zawierajagce sekwencje flankujace
umozliwiajace niezalezne od ligacji klonowania (LIC) do wektorow ekspresyjnych
pPMCSG48 (Tabela 3.2). Reakcje PCR prowadzono zgodnie z procedura opisang
w Tabela 3.3 oraz Tabela 3.4. Podobnie jak w Rozdziale 4.4.1, wykazano, ze optymalne
warunki temperaturowe hybrydyzacji starterow to 62°C, dlatego kolejne reakcje PCR
wykonywano w tych warunkach. Uzyskane produkty reakcji PCR analizowano poprzez
rozdziat elektroforetyczny (Rozdziat 3.2.13). Obserwowano produkty wielkosci okoto
500 pz (Rycina 4.13) odpowiadajace wielkosciom sekwencji kodujacych biatka
OspC_NA35-37.
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Rycina 4.13. Wyniki rozdzialéw elektroforetycznych DNA zawierajacego sekwencje
kodujace (CDNA) bialka OspC_NA35-37 namnozone metoda PCR. A. Cyframi oznaczono:
1 — cDNA kodujace biatko BA.OspC NA37, 2 — cDNA kodujace biatko BS.OspC NA36.
B. Cyfra oznaczono: 1 — cDNA kodujace biatko BB.OspC NA37. C. Cyframi 0znaczono:
1 — cDNA kodujace biatko BG.OspC _NA35, 2 — cDNA kodujace biatko BG1.0spC NA35.
M — wzorzec masy DNA. Strzatkami oraz czerwonymi gwiazdkami 0znaczono okreslone prazki

wraz z odpowiadajagcymi im wielko$ciami (pz).

Uzyskane produkty PCR oczyszczano (Rozdziat 3.2.1.2), a. nastgpnie mierzono
stezenie preparatow. Uzyskane wyniki przedstawiono w Tabela 4.15. Analiza stosunkow

Axeo280 0raz Azeor230 wskazata na brak istotnych zanieczyszczen.
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Tabela 4.15. Wyniki pomiarow stezen cDNA oraz ich oceny jakosci metodg absorpcji

swiatta o dlugosci fali 260 nm

Produkt reakcji PCR Stezenie DNA [ng/ul] Stosunek Azeo/280 Stosunek Azeo/230
cDNA - BA.OspC NA37 110,5 1,91 2,5
cDNA - BB.OspC_NA37 89,5 1,86 2,3
cDNA - BG.OspC NA35 79,9 1,9 2,2

cDNA - BG1.0spC NA35 69,4 1,9 2,16
cDNA - BS.OspC_NA36 58,58 18 2,3

Na podstawie wcze$niej opracowanego protokotu konstrukcji wektorow
ekspresyjnych z serii pMCSG uzytych do produkcji biatek OspC_NA19 (Rozdziat 4.3.3),
przeprowadzono klonowanie LIC (Rozdziat 3.2.1.6). Proces ten umozliwil
wprowadzenie przygotowanych sekwencji  kodujacych biatka OspC_NA35-37
do wektora pMCSG48.

Analogicznie do procedury opisanej w Rozdziale 4.3.5, otrzymane produkty
ligacji wykorzystywano do transformacji bakterii E. coli (Rozdziat 3.1.9). Nastepnie
wykonano posiewy stransformowanych komorek bakteryjnych na szalki z zestalong
pozywka LB zawierajaca antybiotyk selekcyjny (ampicyling).

Wstepna weryfikacje otrzymanych plazmidow przeprowadzono
z wykorzystaniem reakcji PCR. Uzyskane produkty reakcji PCR analizowano poprzez
rozdziat elektroforetyczny. Otrzymano produkty wielkosci okoto 600 pz — odpowiadajgce
analizowanym sekwencjom kodujacych biatka OspC NA35-37. Na podstawie
uzyskanych wynikow przeprowadzono selekcj¢ poprawnie skonstruowanych plazmidow
PMCSG48 zawierajacych wiasciwe inserty. Poprawnos¢ sekwencji nukleotydowych
utworzonych konstruktow potwierdzono poprzez reakcj¢ Sekwencjonowania.
Wyizolowano i oczyszczono plazmidowe DNA z wybranych klonéw zawierajacych
odpowiedni insert. Nastgpnie mMierzono stgzenie preparatow, a otrzymane wyniki
umieszczono w Tabela 4.16. Uzyskane wartosci stosunkow A260/280 oraz A260/230

wskazuja na dobrg jakos$¢ preparatow.
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Rycina 4.14. Wyniki rozdzialéw elektroforetycznych DNA zawierajacych sekwencje
kodujace biatka OspC_NA35-37. A. Cyframi oznaczono: 1-4 — sekwencje kodujace biatko
BA.OspC_NA37, 5-8 — sekwencje kodujace biatko BB.OspC NA37, 9-12 — sekwencje kodujace
biatko BG.OspC NA35. B. Cyframi oznaczono: 1-6 — sekwencje kodujace biatko
BG1.0spC _NA35. C. Cyframi oznaczono: 1-5 — sekwencje kodujace biatko BS.OspC NA36.

M —wzorzec masy DNA. Strzatkami 0znaczono prazki wraz z odpowiadajacymi im wielko$ciami
(P2).

116



Tabela 4.16. Wyniki pomiaréw stezen plazmidowego DNA oraz ich oceny jako$ci metoda

absorpcji swiatta o dlugosci fali 260 nm

Produkt reakcji PCR Stezenie DNA [ng/ul]  Stosunek Azsozso  Stosunek Azsoizso
pPMCSG48 - BA.OspC_NA37 112 1,9 2,1
pMCSG48 - BB.OspC_NA37 148,4 18 2,2
pPMCSG48 - BG.OspC_NA35 63 1,9 2,2
PMCSG48 - BG1.0spC_NA35 62 1,85 2,1
PMCSG48 - BS.OspC_NA36 193,6 1,89 2,3

Otrzymane wyniki reakcji sekwencjonowania analizowano za pomoca programu
BioEdit Sequence Alignment Editor, co umozliwilo poréwnanie sekwencji
nukleotydowych z sekwencjami referencyjnymi. Przeprowadzone analizy potwierdzity
poprawnos¢ wklonowanych sekwencji kodujacych biatka OspC _NA35-37 (Tabela 4.17)
do wektora pMCSG48. W zwiazku z tym wykonane konstrukty ekspresyjne zostaty
wykorzystane do dalszych eksperymentow zwigzanych 2z produkcja biatek
OspC_NA35-37.
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Tabela 4.17. Sekwencje nukleotydowe Kkodujace bialka OspC NA35-37 uzyskane

w wyniku sekwencjonowania 5> - 3’

Rodzaj biatka
OspC__NA35-37

BA.OspC_NA37
(519 p2)*

BB.OspC_NA37
(525 pz)*

BG.OspC_NA35
(525 pz)*

Sekwencje nukleotydowe kodujace biatka OspC_NA35-37

AAAGGACCTAATCTTACAGAAATAAGCAAAAAAATTACAGATTCCAAT
GCAGTTGTACTAGCTGTGAAAGAAGTTGAGGCTTTGCTTTCATCTATAG
ATGAACTTGCTAAAACTATTGGTAAAAAAATAGAGGCAAATGGTTTGG
GTAACGAAGCGGATAAAAACGGATCATTATTAGCAGGAGCCTATGCAA
TATCAACCCTAATAAAACAAAAATTAGATGGATTGAAAGGTCTAGAAG
GATTAAATAAAGAAATTGCGGAGGCCAAGAAATGTTCCGAAGCATTTA
CTAAAAAGCTACAAGATAGTAACGCAGATCTTGGAAAACATAATGCTA
CTGATGCTGATTCGAAAGAAGCAATTTTGAAAACAAATGGGACTAAAA
CTAAGGGTGCTAAAGAACTTGAAGAGTTGTTTAAATCAGTAGAAAGCTT
GTCAAAAGCAGCTAAAGAAGCATTAAGTAATTCAGTTAAAGAGCTTAC
AAGCCCTGTTGTAGCAGAAAGTCCAAAAAAACCTTAA

AAAGGGCCTAATCTTACAGAAATAAGTAAAAAAATTACGGATTCTAAT
GCGGTTTTACTTGCTGTGAAAGAGGTTGAAGCGTTGCTGTCATCTATAG
ATGAGCTTGCTAAAGCTATTGGTAAAAAAATAAAAAACGATGGTAGTTT
AGGTGATGAAGCAAATCACAACGAGTCATTGTTAGCAGGAGCTTATAC
AATATCAACCTTAATAACACAAAAATTAAGTAAATTAAACGGATCAGA
AGGTTTAAAGGAAAAGATTGCCGCAGCTAAGAAATGCTCTGAAGAGTT
TAGTACTAAACTAAAAGATAATCATGCACAGCTTGGTATACAGGGCGTT
ACTGATGAAAATGCAAAAAAAGCTATTTTAAAAGCAAATGCAGCGGGT
AAAGATAAGGGCGTTGAAGAACTTGAAAAGTTGTCCGGATCATTAGAA
AGCTTATCAAAAGCAGCTAAAGAGATGCTTGCTAATTCAGTTAAAGAGC
TTACAAGTCCTGTTGTGGCAGAAAGTCCAAAAAAACCTTAA

AAGGGGCCTAATCTTACAGAAATAAGCAAAAAAATTACAGATTCTAAT
GCATTTGTACTGGCTGTGAAAGAAGTTGAGGCTTTGATCTCATCTATAG
ATGAACTTGCTAAAGCTATTGGTCAAAGAATACAACAAAATGGTTTAGT
TGCTGATGCGGGTCACAACAGCGCATTGTTAGCAGGAGCCCATGAAATA
TCAATCCTAATAACACAAAAATTAGATGGATTAAAAGGTTTAGAAGGAT
TAAAAGCAGAGATTGCAGAAGCTAAGAAATATTCTGAAGCATTTACTA
AAAAACTAAAAGATAATCATGCACAGCTTGGTATACAGAATGGTGCTTC
TCTTGATGATGAGGCAAAAAAAGCTATTTTAAAAACAAATGTGGACAA
AACCAAGGGTGCTGAAGAGCTTGAAAAGTTATTTAAATCAGTAGAAAG
CTTGTCAAAAGCAGCGCAAGAAGCACTAACTAATTCAGTTAAAGAGCTT
ACAAATCCTGTTGTGGCAGAAAGTCCAAAAAAACCTTAA
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Olzlc))gz_auNbAl;lsk_; Sekwencje nukleotydowe kodujace biatka OspC_NA35-37
AAAGGACCTGATCTTACAGTAATAAGCAAAAAAATTACAGATTCTAATG
CAGTTGTACTGGCTGTGAAAGAAGTTGAAGCTTTGCTTTCATCTATAGA

TGAACTTGCTAAAGCTATTGGTCAAAAAATAGATCGAAATAATGGTTTA
GCTGTCGAAGCGAATTTTAACACCTCATTGTTAGCAGGAGCCTATACAA
TATCAACCCTAATAACAAAAAAATTAGATGAATTGATCAAAAATTCAGG
AGAATTAAAAGGAGAAGTTGAAAAGGCTAAAAACTGTTCTGAAGCATT

TACTAATAAATTAAAAGAGAAGACCCAAGAACTTGCAGTGGCGGCTGG

TGCTGCTACTGATATTGATGCAAAAAAAGCTATTTTAAAAACAAATAGG
GACAAGGACCTAGGTGCTGATGAACTTGGCAAGTTATTTAAATCAGTAG
AGAGCTTGTCAAAAGCAGCGCAAGAAGCATCAGCTAATTCAGTTAAAG

AGCTTACAAGCCCTGTTGTGGCAGAAAATCCAAAAAAACCTTAA

BG1.0spC_NA35
(531 pz)”

AAGGGACCTAATCTTGCAGAAATAAGTAAAAAAATTACAGATTCTAAC
ACATTTGTACTGGCTGTGAAAGAAGTTGAGACTTTGGTTTCATCTATAG
ATGAGCTTGCTAAGAAAGCTATTGGCCAAAAAATAGATCAAAATAGTG
GTTTAGGTGCTTTACAGAGTCAAAACGGATCATTGTTAGCAGGAGTCTA
TGCAATATCAACTCTAATAACAGATAAATTGAGTAAATTGAAAAATTCA
GAAGAATTAAAGGCGGAAATTGCAAAGGCTAAGAAATGTTCCGAAGAC
TTTACTAATAAACTAAAGCTTAGTCACGCTGATCTTGGAGCGGTAAATG
GTGCTACTACTGATGATCATGCAAAAGCGGCTATTTTAAAAACAAATGC
GCCTGACGACAAGGGTGCTAAAGAATTTAAAGGTTTATTTGAATCAGTA
GAAAGCTTGTCAAAAGCAGCTAAAGCAGCATTAGCCAATTCAGTTAAA
GAGCTTACAAGTCCTGTTGCGGCAGAAAGTCCAAAAAAACCTTAA

* w nawiasach podano dtugos¢ sekwencji nukleotydowych (pz)

BS.OspC_NA36
(531 pz)”
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4.5. Produkcja bialek OspC w systemie bakteryjnym

W poprzednich rozdziatach opisano wieloetapowy proces optymalizacji produkcji
biatka OspC_NA19 pochodzacego z B. afzelii (BA.OspC NA19), na podstawie ktorego
opracowano standardowy protokét produkcji wszystkich biatek OspC (Rozdziat 4.3).
Dlatego w przypadku pozostatych wariantow bialek OspC przedstawiono jedynie

koncowe efekty otrzymywania preparatow biatkowych na duzg skale.

4.5.1. Produkcja i oczyszczanie bialek OspC_NA19 wedlug standardowej

procedury

Hodowle bakterii One Shot BL21-Star (DE3) E. coli transformowanych
plazmidami  pMCSG48, kodujagcymi  sekwencje  bialek  BA.OspC NA19,
BB.OspC _NA19, BG.OspC NA19 i BS.OspC NA19, oraz proces oczyszczania tych
biatek przeprowadzono zgodnie z zoptymalizowanym protokotem opisanym powyzej
(Rozdziat 3.2.6.4).

Jakos¢ uzyskanych preparatow Dbialek OspC NA19: BA.OspC_NA19,
BB.OspC_NA19, BG.OspC_NA19 oraz BS.OspC_NA19, oceniono za pomocg
rozdziatow elektroforetycznych (Rozdziat 3.2.14). We frakcjach uzyskanych w wyniku
sgczenia molekularnego zaobserwowano produkty o masie okoto 20 kDa, co odpowiada
przewidywanej masie badanych biatkek OspC NA19. Ponadto brak niespecyficznych
produktow wskazuje na wysoka jakos¢ przygotowanych produktéw biatkowych (Rycina
4.15).
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Rycina 4.15. Wyniki saczenia molekularnego (filtracji zelowej) bialek OspC_ NA19.
A-D. Chromatogramy badanych bialek OspC_NA19. Niebieska gwiazdka (na szczycie piku)
oznaczono piki obejmujace frakcje, w ktérych znajdujg sie biatka OspC NA19. a-d. Analiza
SDS-PAGE frakcji (nr 23-29) zawierajacych odpowiednie biatka OspC_NA19. Czerwonag
gwiazdka oznaczono okre$lone prazki wraz z odpowiadajacg im wielkoscig (25 kDa).

M — wzorzec masy.
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4.5.2. Analiza ilosciowa i jako$ciowa otrzymanych bialek OspC_NA19

Kolejnym etapem prac byta analiza ilosciowa preparatow biatkowych w celu
okreslenia ich stezenia. Ze wzgledu na to, ze biatka OSpC NA19 zawierajg niewielkg
ilo$¢ aminokwasow aromatycznych kluczowych dla pomiaru absorbancji przy dtugosci
fali 280 nm, konieczne byto uzycie metody biuretowej, ktora opiera si¢ na detekcji wigzan
peptydowych (Rozdziat 3.2.8.2). Ponizej przedstawiono krzywe absorpcji (Rycina 4.16)
uzyskane podczas pomiaru absorbancji przy dlugosci fali 540 nm dla biatka
BA.OspC NAI19 oraz wartosci absorbancji (Tabela 4.18), na podstawie ktorych
obliczano stezenie biatka (Rozdziat 3.2.8.2). Do pomiaru wykorzystano dwie frakcje
biatlek BA.OspC_NA19 pobrane w réznych punktach czasowych w trakcie zaggszczania
preparatow poprzez ultrafiltracj¢ (Rozdziat 3.2.8.2)

Frakcja 2

bzoance (ALY

_| Frakcja 1

T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600 650 Wavelength (nm

Rycina 4.16. Przykladowe krzywe absorpcji uzyskane w wyniku pomiaru absorbancji
przy dlugosci fali 540 nm dla dwoch frakcji biatka BA.OspC_NA19. Frakcja nr 1 zostata
pobrana po trzech 15-minutowych cyklach zageszczania, a frakcja nr 2 po szesciu 15-minutowych

cyklach zageszczania.
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Tabela 4.18. Przykladowe wyniki pomiaru absorbancji przy dhugosci fali 540 nm oraz
obliczone stezenia bialka dla wybranych frakcji BA.OspC_NA19. Dla kazdej frakcji biatka
BA.OspC_NA19 wykonano trzy powtérzenia pomiaru absorbancji, a uzyskane wyniki

usredniono. Na ich podstawie obliczono stezenie preparatow.

Badana préba Absorbancja (540 nm) Stezenie biatka (mg/ml)
1 frakcja - BA.OspC_NA19 0,0133
1 frakcja - BA.OspC_NA19 0,0132 2,22 mg/ml
1 frakcja - BA.OspC_NA19 0,0134
2 frakcja - BA.OspC_NA19 0,0358
2 frakcja - BA.OspC_NA19 0,0357 6,2 mg/ml
2 frakcja - BA.OspC_NA19 0,0372

Pomiary dynamicznego rozpraszania swiatta (DLS) umozliwiajg wyznaczenie
wymiaréw hydrodynamicznych biatek i wyznaczenie szacunkowej masy biatka (kDa).
Ponadto uzycie tej techniki pozwala oceni¢, czy w preparatcie biatkowym obecne sg
agregaty. Dlatego pomiary DLS zostaty wprowadzone jako standardowa procedura oceny
jakosci preparatow biatek OspC_NA19 uzyskanych w ostatnim etapie oczyszczania
(Rozdziat 3.2.9). Pomiary DLS wykazaly, ze biatka OspC_NA19 nie tworzg agregatow,
poniewaz uzyskana krzywa obrazujaca rozktad czasteczek w badanym roztworze (Rycina
4.17) charakteryzuje sie pojedynczym ostrym pikiem wskazujacym na dobrej jakosci,
homogenny preparat. Ponadto oszacowane masy badanych biatek (kDa) odpowiadaja
spodziewanym parametrom (Tabela 4.19) oraz wskazuja, ze biatka OspC_NA19
przyjmujg form¢ dimeru w roztworze, co zgodne jest zarowno z wynikami badan
strukturalnych biatek OspC z innych szczepow, jak i analizami w warunkach natywnych
(Kumaran i in., 2001 a,b).
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Tabela 4.19. Oszacowane masy (kDa) bialek OspC_NA19 na podstawie pomiarow DLS

Bialko OspC_NA19 Oszacowana masa (kDa)
BA.OspC_NAI19 42,9 +/- 10,2
BB.OspC_NA19 44,0 +/- 8,3
BG.OspC_NA19 458 +/- 8,1
BS.OspC_NA19 50,9 +/- 9,1
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Rycina 4.17. Krzywe DLS. A. Analiza DLS dla biatka BA.OspC_NA19. B. Analiza DLS
dla biatka BB.OspC NA19. C. Analiza DLS dla biatka BG.OspC_NA19. D. Analiza DLS
dla biatka BS.OspC NA19.
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4.5.3. Produkcja i oczyszczanie bialek OspC_NA35-37 w duzej skali

Do produkcji i oczyszczania biateck BA.OspC NA37, BB.OspC NA37,
BG.OspC NA35 oraz BG1.0OspC NA35 wykorzystano zoptymalizowang procedure
szczegdtowo przedstawiong w Rozdziatach 3.2.6.4 oraz 3.2.6.5 dla biatek OspC NA19.
Analogicznie wykorzystano opracowany schemat postgpowania obejmujacy:

1) Prowadzenie hodowli bakterii (indukowanej IPTG) w temperaturze 18°C przez
16 godzin przy predkosci wytrzgsania 200 rpm.

2) Izolacje biatek z komoérek bakteryjnych poprzez liz¢ komorek bakteryjnych przy
uzyciu lizozymu oraz sonikacji.

3) Oczyszczanie metodg chromatografii powinowactwa INiAC oraz proteolityczne
trawienie biatka fuzyjnego w celu oddzielenia biatek z grupy OspC NA35-37
od partnera fuzyjnego (NusA i HisTag).

4) Oczyszczanie metoda Saczenia molekularnego w systemie AKTA Prime Plus
FPLC w celu otrzymania homogennego biatka OspC_NA35-37.

Saczenie molekularne dla biatek OspC NA35-37 poczatkowo prowadzono
z wykorzystaniem kolumny GE HiLoad 16/60 Superdex 200. Na tym etapie stwierdzono,
ze dla biatek BA.OspC_NA37 oraz BB.OspC_NA37 uzycie tej kolumny pozwala
na uzyskanie preparatow 0 wysokiej czystosci, dlatego uznano, ze kolumna ta bedzie
standardowo wykorzystywana w procedurze oczyszczania wspomnianych biatek.
Natomiast w przypadku biatek BG.OspC_NA35 oraz BG1.0spC_NA35, kolumna
GE HilLoad 16/60 Superdex 200 nie zapewnita satysfakcjonujgcej jakosci preparatow
z powodu obecnosci licznych zanieczyszczen (0 masie czasteczkowej okoto 60 kDa),
co sugerowato obecno$¢ biatek fuzyjnych NusA, ktore nie zostaty skutecznie oddzielone
w poprzednich etapach oczyszczania. W zwigzku z tym podjeto decyzje 0 zmianie
kolumny na GE HiLoad 16/60 Superdex 75, ktora charakteryzuje si¢ wyzszym stopniem
usieciowania ztoza. Zastosowanie tej kolumny dla biatek BG.OspC_NA35 oraz
BG1.0spC_NA35 pozwolito na uzyskanie preparatow dobrej jakosci, przy jednoczesnym
efektywnym rozdzieleniu biatek fuzyjnych NusA, ktore wyptynely we wczesniejszych
frakcjach 1-6 (Rycina 4.19 i Rycina 4.20).

Obecnos¢ badanych biatek BA.OspC NA37, BB.OspC NA37, BG.OspC NA35

oraz BG1.0spC_NA35, otrzymanych w wyniku ostatniego etapu oczyszczania (saczenie
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molekularne), potwierdzono poprzez rozdzialy elektroforetyczne (Rozdziat 3.2.14)
(Rycina 4.18 - Rycina 4.20).
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Rycina 4.18. Wyniki saczenia molekularnego biatka BA.OspC_NA37. A. Chromatogram
dla biatka BA.OspC _NA37. Niebieska gwiazdka oznaczono pik obejmujacy frakcje biatka
BA.OspC NA37. a. Analiza SDS PAGE frakcji zawierajgcych biatko BA.OspC NA37.

Czerwong gwiazdka 0znaczono prazek 0 wielkosci 25 kDa. M — wzorzec masy.
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Rycina 4.19. Wyniki saczenia molekularnego bialek OspC_NA35-37. B-C. Chromatogramy

dla biatek OspC_NA35-37. Niebieska gwiazdka oznaczono pik obejmujacy frakcje, w ktorych

znajduja si¢ analizowane biatka OspC. b-c. Analiza SDS PAGE frakcji zawierajacych

odpowiednie biatka OspC_NA35-37. Czerwong gwiazdka 0znaczono prazki o wielkosci 25 kDa.

M — wzorzec masy.
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Rycina 4.20. Wyniki sgczenia molekularnego biatka BG1.0spC_NA35. D. Chromatogram
dla biatka BG1.0spC_NA35. Niebieska gwiazdka oznaczono pik obejmujacy frakcje biatka
BG1.0spC NA35. d. Analiza SDS PAGE frakcji zawierajacych biatko BG1.0spC _NA3S.

Czerwong gwiazdka oraz strzatka 0znaczono prazki o wielkosci 25 kDa. M — wzorzec masy.

Oprocz analizy jakosciowej uzyskanych preparatow biatkowych metodg
elektroforezy SDS-PAGE, przeprowadzono réwniez pomiary DLS (Rozdziat 3.2.9)
majace na celu oszacowanie masy czasteczkowej (kDa) badanych biatek oraz stopnia
homogennosci przygotowanych preparatow (Tabela 4.20 i Rycina 4.21). Pomiary DLS
wykonano dla biatek OspC_NA35-37 w réznych warunkach buforowych. W tym celu
uprzednio wykonano dializy, dzieki ktorym biatka znalazty si¢ w buforach o r6znym pH.
Wyniki analiz DLS pozwolity zidentyfikowa¢ optymalne warunki, w ktorych biatka
tworzyly jednorodne preparaty, wolne od agregatow, co bylo kluczowe dla dalszej
krystalizacji biatek. Aby zmaksymalizowa¢ szans¢ powodzenia pdzniejszych
krystalizacji, wybrano nastepujace warunki buforowe:

1) 50 mM Tris-HCI (pH=7,5), 150 mM NaCl dla biatek BA.OspC_NA37

i BB.OspC _NA37.

2) 25 mM HEPES (pH=6,5), 150 mM NaCl dla bialek BG.OspC_NA35

I BG1.0spC_NA35 oraz dodatkowo dla biatka BA.OspC_NA37.
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Dwa wyselekcjonowane bufory stosowano podczas saczenia molekularnego
biatlek OspC NA35-37, a analiza DLS biatek uzyskanych w ten sposob wykazata,
7e nie tworzg one agregatow, poniewaz na wykresach obecny jest ostry, pojedynczy pik,
wskazujacy na dobrej jakosci, homogenny preparat (Rycina 4.21). Ponadto oszacowane
masy biatek (kDa) wskazujag na formowanie przez biatka OspC NA35-37 dimeru
W roztworze, co jest zgodne zaréwno z wynikami badan strukturalnych, jak i analizami

w warunkach natywnych (Tabela 4.20) (Kumaran i in., 2001 a,b).

Tabela 4.20. Oszacowane masy (kDa) dla bialek OspC_NA35-37 obliczone na podstawie

pomiaréw DLS

Bialko OspC_NA19 Oszacowana masa (kDa)
BA.OspC_NA37 51,6 +/- 5,4
BB.OspC_NA37 43,9 +/-6,8
BG.OspC_NA35 433 +/-7,2
BG1.0spC_NA35 55,6 +/- 7,6
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Rycina 4.21. Wyniki pomiaréw dynamicznego rozpraszania $wiatla (DLS).

A. Analiza DLS dla biatka BA.OspC_NA37. B. Analiza DLS dla biatka BB.OspC NA37.
C. Analiza DLS dla biatka BG.OspC_NA35. D. Analiza DLS dla biatka BG1.0spC_NA35.
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4.6. Produkcja i oczyszczanie homologow bialka Salpl5

Salp15 jest biatkiem §liny kleszcza Ixodes scapularis, ktore jest bogate w cysteiny
i tworzy sie¢ mostkow siarczkowych, ktore warunkujg ksztattowanie si¢ struktury
trzeciorzedowej bialka. Dotychczas nie uzyskano danych strukturalnych, ktore
umozliwityby zaproponowanie modelu przestrzennego Salpl5. Dane literaturowe
wskazuja, ze biatko to odgrywa wazng role¢ w cyklu enzootycznym Borrelia poprzez
interakcje z biatkiem powierzchniowym OspC. Wykazano szereg funkcji Salpl5, miedzy
innymi jego hamujacy wpltyw na proliferacj¢ limfocytow oraz mozliwos¢ hamowania
funkcji uktadu odpornosciowego, co w kontekscie Borrelia zwigksza szanse na przezycie
bakterii w uktadzie krwiono$nym organizmu gospodarza. Analogiczne funkcje
przedstawiono dla biatka homologicznego Iric-1 pochodzacego ze sliny kleszcza Ixodes
ricinus, jednak w przypadku biatek Iric-2 oraz Iric-3 brakuje wystarczajacych danych.
Biatka Salpl5 i jego ortologi sa zaopatrzone na koncu aminowym w sekwencjg
sygnatowa (okoto 20 aminokwasow) (Kolb i in., 2015).

Zdecydowano si¢ rozszerzy¢ tematyke badan dotyczacych biatek §liny kleszcza
o0 kolejne homologi biatka Salp15, czyli Iric-2 oraz Iric-3, jak rowniez 0 znane juz biatko
Iric-1. Biatka te zwierajg sekwencj¢ sygnatowa, dlatego konstrukty genetyczne
zaprojektowano tak, aby umozliwiaty produkcj¢ dojrzatych form tych biatek. Konstrukty
oparte na bazie dwoch plazmidow ekspresyjnych: pET-39b(+) oraz pET-40b(+),
zapewniajace efektywna produkcje Iric-1_NA19, Iric-2_NA19 oraz Iric-3_NA19, zostaty
wczesniej uzyskane w IChB PAN.

W ramach niniejszej pracy doktorskiej wykazano, ze plazmid pET-39b(+) jest
bardziej wydajny w produkcji biatek Iric_NA19. Umozliwia on produkcj¢ biatka
z partnerem fuzyjnym DsbA (23 kDa) oraz znacznikiem histydynowego (HisTag). Biatko
DsbA, bedace bakteryjng oksydoreduktaza, katalizuje formowanie mostkéw
disiarczkowych wewnatrz tancucha peptydowego, co prawdopodobnie pozytywnie
wplywa na stabilizacje struktury biatek Iric_NA19. Natomiast znacznik HisTag
warunkuje wybor metody oczyszczania biatek poprzez chromatografie powinowactwa
INIAC. Dodatkowo, podczas projektowania konstruktu, wprowadzono miejsce
rozpoznawane przez proteaze TEV, co pozwala na odseparowanie biatek fuzyjnych

od wihasciwych biatek Iric_NA19 poprzez trawienie proteolityczne.
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Bialtka Iric 1_NA19, Iric2_NA19 oraz Iric3_NA19 produkowano w ekspresyjnym
szczepie bakteryjnym One Shot BL21-Star (DE3) E. coli, ktory zostat stransformowany
plazmidami: pET-39b(+)-Iricl, pET-39b(+)-Iric2 oraz pET-39b(+)-Iric3 (Rozdziat
3.2.2).

Do produkcji i oczyszczania stosowano zmodyfikowang procedure wypracowang
wczesniej (Rozdzial 3.2.6.4). W przypadku zastosowanego wektora ekspresyjnego,
antybiotykiem selekcyjnym byta kanamycyna, ponadto zmieniono strategie lizy komorek
bakteryjnych, rezygnujac z uzywania lizozymu i stosujgc wytacznie sonikacje. Decyzja
ta wynikata z podobnej masy czasteczkowej lizozymu oraz biatek Iric_NA19 (okoto
15 kDa), co zwickszato ryzyko kontaminacji preparatow biatka Iric_NA19 lizozymem.
Kolejnym kluczowym aspektem byla konieczno$¢ wuzycia inhibitora proteaz
na wczesnych etapach izolacji biatek (etap 2 i 3), co bylo niezbedne dla zapewnienia
wysokiej wydajnosci oczyszczania biatek. Zauwazono, ze brak tego inhibitora prowadzit
do znacznego obnizenia wydajnosci W pozyskiwaniu biatek Iric_NA19, dlatego
wprowadzono go do standardowej procedury oczyszczania. Wreszcie, zaobserwowano
duza wrazliwo$¢ biatek Iric. NA19 na zmiany warunkow temperatury i wszystkie etapy
ich oczyszczania byty prowadzone w chtodni w temperaturze 4°C.

Konieczne byto takze przeprowadzenie optymalizacji warunkéw buforowych.
Ustalono, ze bufory stosowane w procedurze oczyszczania OspC nie zapewniaty
oczekiwanych rezultatow; uzyskiwane preparaty charakteryzowaty sie nie tylko niskim
stezeniem biatka Iric, ale rowniez znacznym zanieczyszczeniem innymi biatkami.
W ramach optymalizacji warunkéw buforowych manipulowano zaréwno pH roztworu,
jak i stezeniem soli (NaCl), co pozwolito na wyboér buforow, ktore zapewnily
satysfakcjonujace efekty oczyszczania biatek:

1) Bufor: 25 mM HEPES (pH 6,8) oraz 1 M NaCl dla biatek Iricl i Iri2.
2) Bufor: 50 mM Tris (pH 8,0) oraz 1 M NaCl dla biatka Iric3.

Saczenie molekularne dla biatek Iric_NA19, ze wzgledu na ich stosunkowo mata
mas¢ czasteczkowa (okoto 15 kDa), prowadzono z wykorzystaniem kolumny GE HilLoad
16/60 Superdex 75. Taki dobor kolumny pozwolit na uzyskanie dobrej jakos$ci preparatow
biatka Iric_NA19. Obecnos¢ biatek Iric_NA19 uzyskanych na ostatnim etapie
oczyszczania potwierdzono za pomoca elektroforezy (Rozdziat 3.2.14) (Rycina 4.22
I Rycina 4.23).
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Rycina 4.22. Wyniki saczenia molekularnego bialek Iric_ NA19 A-B. Chromatogramy
dla biatek Iricl NA19 (A) i Iric2 NA19 (B). Niebieska gwiazdka oznaczono piki obejmujace
frakcje, w ktorych znajduja si¢ biatka Iric NA19. a-b. Analiza SDS-PAGE frakcji (nr 12-15)
zawierajacych odpowiednie biatka Iric NA19. Czerwona gwiazdka oznaczono prazki

0 wielkosci 17 kDa. M — wzorzec masy.
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Rycina 4.23. Wyniki saczenia molekularnego biatka Iric3_NA19. C. Chromatogram dla biatka
Iric3_NA19. Niebieska gwiazdka oznaczono pik obejmujacy frakcje, w ktorych znajduja si¢
biatka Iric3 NA19. c. Analiza SDS-PAGE frakcji (nr 12-15) zawierajacych odpowiednie biatka

Iric3_NA19. Czerwona gwiazdka oznaczono prazki o wielkosci 17 kDa. M — wzorzec masy.

Oczyszczanie biatka Iricl  NA19 w warunkach denaturujgcych

Biatko Iricl_ NA19 wykorzystano do badan krystalizacyjnych kompleksu biatek
BB.OspC_NA37-Iricl_NA19. Poniewaz biatko OspC krystalizuje w stezeniu 30 mg/ml,
konieczne bylo uzyskanie rownie wysokich stezen dla biatka Iricl NAI19. Z tego
wzgledu, ze izolacja w warunkach natywnych nie pozwalata na uzyskanie tak wysokich
stezen, zastosowano dwie metody oczyszczania biatka Iricl NA19: w warunkach
natywnych (Rozdzial 3.2.6.5) oraz denaturujacych (Rozdzial 3.2.6.6). Kazdy etap
oczyszczania biatka byt monitorowany za pomoca elektroforezy (Rozdziat 3.2.14).
W wyniku rozdziatu elektroforetycznego (Rycina 4.24 i Rycina 4.25) zaobserwowano
w kazdym z zeli produkty o wielkosci okoto 13 kDa, co potwierdzito obecnos¢ biatka
Iricl _NA19 we frakcjach, otrzymanych w wyniku saczenia molekularnego. Dodatkowo
brak niespecyficznych produktow wskazuje na wysoka jakos¢ przygotowanych
produktow biatkowych. Koncowy etap saczenia molekularnego dla obu biatek
prowadzono w buforze 25 mM HEPES, 150 mM NaCl (pH 6,8).
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Rycina 4.24. Wynik rozdzialu elektroforetycznego przedstawiajacy produkty oczyszczania
bialka fuzyjnego Iric1_NA19-DsbA-HisTag metoda chromatografii powinowactwa INiAC
w warunkach denaturujacych. Cyframi oznaczono poszczegoélne badane proby: 1 — biatko
fuzyjne Iricl NA19-DsbA (36 kDa) eluowane 400 mM imidazolem, 2 — biatko Iricl_ NA19
(12,64 kDa) uzyskane w wyniku oddzielenia od partnera fuzyjnego, 3 — biatko Iricl NA19-DsbA

poddane trawieniu proteolitycznemu proteaza TEV oraz M — wzorzec masy. Strzatkami

0znaczono okreslone prazki wraz z odpowiadajacymi im wielko$ciami.
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Rycina 4.25. Wyniki rozdzialu elektroforetycznego preparatow bialkowych otrzymanych
w wyniku saczenia molekularnego bialek Iricl_NA19. Analiza SDS-PAGE frakcji
(nr 12-15) zawierajacych odpowiednie bialka Iricl_NA19. M — wzorzec masy. Strzatkami

0znaczono okreslone prazki wraz z odpowiadajagcymi im wielko$ciami.

136



4.7. Analiza jakosci fibrynogenu pelnej dlugosci oraz fragmentow E i D

fibrynogenu

Z danych literaturowych wynika, ze niektore bakterie np. Staphylococcus aureus
wykorzystuja ludzki fibrynogen do tworzenia pewnego rodzaju ostony na swojej
powierzchni, ktora chroni je przed usuwaniem z organizmu gospodarza. Gronkowiec
zlocisty produkuje co najmniej kilkanascie bialek zaangazowanych W wigzanie
fibrynogenu (Thomas i in., 2019). Biorac pod uwage powyzsze informacje, zaplanowano
eksperymenty majace na celu odpowiedz na pytanie, czy biatka OspC_NA19 pochodzace
z r6znych gatunkoéw Borrelia wchodza w interakceje z fibrynogenem pelnej dtugosci oraz
jego fragmentami E i D (Rozdziat 4.8). Dodatkowo, celem tych badan byto ustalenie czy
wigzanie to jest charakterystyczne dla wszystkich badanych biatek OspC_NA19
pochodzacych z analizowanych gatunkéw Borrelia, czy tez wykazuje specyficznosé
gatunkow3.

Fibrynogen funkcjonalnie tworzy dimer o masie 340 kDa, a kazdy jego monomer
sktada si¢ z trzech tancuchéw: Aa (66,5 kDa), Bp (52 kDa) oraz y (46,5 kDa). W wyniku
proteolitycznego trawienia plazming powstajg dwa fragmenty: wigkszy D oraz mniejszy
fragment E. Kazdy z tych fragmentow sktada si¢ z czgsci tancuchow Aa, B oraz y. Masy
tancuchow fragmentu D wynosza: Aa (12 kDa), Bp (37,6 kDa) oraz y (41 kDa),
natomiast masy tancuchow fragmentu E: Aa (11 kDa), Bp (7 kDa) oraz y (8,5 kDa)
(Lancelotti i in., 2021; Marchi i in., 2008; Slade i in., 1976). Przed przystapieniem
do analiz interakcji biatek OspC NA19 z fibrynogenem oraz jego fragmentami,
konieczne byto przygotowanie odpowiednich roztworéw tych biatek (Rozdziat 3.2.7)
oraz ocena jakosci uzyskanych preparatow (Rozdziat 3.2.14).

W wyniku rozdziatow elektroforetycznych (Rycina 4.26) zaobserwowano prazki
odpowiadajgce masom tancuchow Aa, Bp oraz y dla fragmentu D (Sciezka nr 1),
fragmentu E (Sciezka nr 2) oraz pelnej dtugosci fibrynogenu (Sciezka nr 3). Brak

niespecyficznych produktéw wskazuje na dobrg jakos$¢ przygotowanych probek.

137



75 kDa —»| =%
63 kDa —» ¢

48 kDa —» %
35 kDa —»

]

17 kDa —

11 kDa —»

M 1 2 3

Rycina 4.26. Wynik rozdzialu elektroforetycznego przedstawiajacy przygotowane
preparaty fibrynogenu pelnej dlugosci oraz fragmentow E i D. Cyframi oznaczono:
1 — fragment D fibrynogenu, 2 — fragment E fibrynogenu, 3 — fibrynogen petnej dtugosci oraz
M — wzorzec masy. Strzatkami o0znaczono okreslone prazki wraz z odpowiadajgcymi

im wielko$ciami (kDa).
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4.8. Badanie oddzialywan bialek OspC_NA19 z fibrynogenem

Aby zweryfikowa¢, czy biatka OspC_NA19 wigzg ludzki fibrynogen,
zastosowano technike MST (Rozdziat 3.1.2), ktéra pozwala na ilo$ciows analize
interakcji bialek w roztworze, z uzyciem stosunkowo niskich stezen preparatow.
Technika ta opiera si¢ na zjawisku termoforezy, czyli ukierunkowanym ruchu czasteczek
w gradiencie temperatury. Ruch ten uzalezniony jest od wszelkich zmian wiasciwosci
molekularnych takich jak wielko$¢, fadunek, otoczka hydratacyjna czy konformacja
analizowanych molekut, wynikajacych z interakcji biatek. W badaniach MST gradient
temperatury jest indukowany przez laser IR (ang. infrared, podczerwien), a detekcja
ruchu czasteczek w gradiencie temperatury jest mozliwa poprzez przytaczenie znacznika
fluorescencyjnego do jednej z badanych czasteczek. Stata rownowagi dysocjacji Kg
ilosciowo okres§la wzajemne powinowactwo badanych czasteczek (Seidel i in ., 2013).

Na etapie przygotowan eksperymentow MST (Rozdziat 3.2.10) wykonano szereg
dziatan zwigzanych z doborem odpowiedniego znacznika fluorescencyjnego
dla poszczegolnych biatek. Po analizie sekwencji aminokwasowych biatek OspC_NA19
oraz fibrynogenu podjeto decyzje¢ 0 znakowaniu biatka OspC_NA19 znacznikiem
fluorescencyjnym RED-NHS 647 (reaguje z pierwszorzedowymi aminami tancuchéw
bocznych lizyny), a fibrynogen znacznikiem RED-MALEIMIDE 647 (reaguje z grupami
sulfhydrylowymi w cysteinach). Nastepnie wykonano pomiary poziomu fluorescencji
wyznakowanych biatek. Do dalszych analiz uzyto preparatow znakowanych biatek,
ktorych poziom fluorescencji wynosit 200-2000 jednostek (AU — arbitrary units).

W pierwszej serii pomiarbw MST zastosowano znakowany fluorescencyjnie
fibrynogen  (Fibrynogen*RED-MALEIMIDE 647) oraz biatka OspC_NAI19
(nieznakowane) pochodzace z czterech réznych gatunkéw Borrelia: B. afzelii,
B. burgdorferi s.s., B. garinii, B. spielmanii (BA.OspC_NA19, BB.OspC_NA109,
BG.OspC_NA19, BS.OspC_NA19). State stezenie Dbiatka Fibrynogen*RED-
MALEIMIDE 647 dodawano do serii rozcienczen czterech biatek OspC_NAI19
(nieznakowane) (Rozdziat 3.2.10). Zarejestrowano sygnalty MST dla kazdego pomiaru,
na podstawie ktorych wykreslono krzywe wigzania i obliczono Kg. Wszystkie analizy
potwierdzity interakcje fibrynogenu z biatkami OspC_NA19 pochodzacymi z réznych
gatunkow Borrelia (Rycina 4.27). Uzyskane wyniki Kg w zakresach nanomolowych (nM)
wskazuja na wysokie powinowactwo biatek OspC_NA19-fibrynogen (Tabela 4.21).
Najsilniejsza interakcje zaobserwowano w przypadku pary biatek BB.OspC_ND19-
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fibrynogen (Kq = 48 nM), a najstabszg BS.OspC_ND19BB-fibrynogen (Kq = 408 nM).
Ponadto charakterystyczny, sigmoidalny ksztalt krzywej wigzania uzyskany w wyniku
pomiarow MST kazdej z par biatek fibrynogen-OspC_NA19 wskazuje na specyficzny
charakter tych interakcji (Rycina 4.27).

W kolejnej serii eksperymentow przeprowadzono testy kontrolne, analizujac dwa
uktady biatek:

1) Znakowane fluorescencyjnie biatko BB.OspC_NA19 (BB.OspC_NAI19*RED-
NHS 647) i fibrynogen (nieznakowany),

2) Znakowane fluorescencyjnie biatko BB.OspC_NA19 (BB.OspC_NA19*RED-
NHS 647) i albumina surowicy wotowej (ang. bovine serum albumin, BSA)
(nieznakowana).

W pierwszym uktadzie przeprowadzone analizy potwierdzity interakcje
fibrynogenu z biatkiem BB.OspC_NA19 (Kq = 26 nM), a sigmoidalny ksztatt krzywej
wigzania wskazal na specyficzny charakter interakcji. Natomiast w drugim badanym
uktadzie nie potwierdzono wigzania biatka BSA z BB.OspC_NA19.

W celu pozyskania dalszych informacji dotyczacych wigzania fibrynogen-
OspC_NAT19 przeprowadzono dodatkowe eksperymenty MST wykorzystujac znakowane
fluorescencyjnie biatko BB.OspC_NA19 (BB.OspC_NA19*RED-NHS) oraz dwa
fragmenty fibrynogenu: fragment E oraz fragment D. Fragment E umieszczony jest
w centralnej czesci fibrynogenu, a fragment D umiejscowiony jest na dwoch koncach
fibrynogenu. Celem tych eksperymentéw bylo poréwnanie zdolno$ci wigzania
fragmentow E i D fibrynogenu do OspC_NA19 oraz zaproponowanie potencjalnych
miejsc wigzania tych biatek. Przeprowadzone analizy potwierdzity interakcj¢ biatka
BB.OspC_NA19 z oboma fragmentami fibrynogenu. Warto jednak zauwazy¢,
ze w przypadku fragmentu E stata Kq = 34 nM sugeruje, ze wigzanie tego fragmentu
charakteryzuje si¢ wyzszym powinowactwem niz w przypadku fragmentu D. Wyniki te
wskazujag na mozliwo$¢ wystepowania specyficznego miejsca wigzania biatka

OspC_NAT19 w centralnej czesci fibrynogenu (fragment E).
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Rycina 4.27. Krzywe wiazania dla interakcji bialek OspC_NA19 oraz ludzkiego fibrynogenu
uzyskane w wyniku pomiaréw MST. A-D. Znakowany fibrynogen*RED-MALEIMIDE 647
dodawano do serii rozcienczen czterech biatek OspC NA19: A. BA.OspC NAI9,
B. BB.OspC NA19, C. BG.OspC_NA19, D. BS.OspC_NA19 (nieznakowane). E-G. Znakowane
BB.OspC_NA19*NHS 647 dodawano do serii rozcienczen: E. fibrynogenu petnej dtugosci,
F. fragmenu E fibrynogenu, G. fragmentu D fibrynogenu.

*0znaczono czgsteczki znakowane fluorescencyjnie
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Tabela 4.21. Wyniki pomiaru MST dla bialek OspC _NA19 wraz obliczonymi stalymi

dysocjacji Kg

Analizowane interakcje bialek Kd (nM)
Fibrynogen*RED-Maleimide gg i ﬂ
BA.OspC_NA19 82+ 10
Fibrynogen*RED-Maleimide 5565111%)
BB.OspC_NA19 051
Fibrynogen*RED-Maleimide 141 +30
BG.OspC_NA19 129 + 27
- 120 + 27
Fibrynogen*RED-Maleimide 374 + 84
BS.OspC_NA19 420 + 107
- 430 + 97
BB.OspC_NA19*RED-NHS 32+3
Fibrynogen 33+5
13+3
BB.OspC_NA19*RED-NHS 4281 5164
Fibrynogen fragment E 33+ 18
BB.OspC_NA19*RED-NHS 128 i ‘218
Fibrynogen fragment D L1291

BB.OspC_NA19*RED-NHS
BSA

*0znaczono czgsteczki znakowane fluorescencyjnie

Srednia Kd (nM)

76

48

130

408

26

34

145
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4.9. Analiza struktury bialka OspC_NA19 oraz kompleksu OspC_NA19-
fibrynogen metoda malokatowego rozpraszania promieni
rentgenowskich (SAXS)

Metoda SAXS zostata wykorzystana do analizy struktury biatka BB.OspC _NA19
oraz jego kompleksu z fibrynogenem (Rozdzial 3.2.11). Na podstawie wykonanych
pomiarow obliczono promien bezwladnosci (Rg), ktory charakteryzuje rozmiary
badanych makroczasteczek w roztworze. Otrzymane wyniki Rg dla biatka OspC
(Rg w zakresie 2,83-2,9 nm) potwierdzaja jego zwartg, globularng struktur¢ oraz
uporzadkowany charakter tancuchoéw polipeptydowych. Ponadto uzyskane dane SAXS
umozliwity opracowanie modelu biatka OspC, charakteryzujacego si¢ lekko wydtuzona,
beczutkowatg formg. Warto rowniez podkreslié, ze obliczone na podstawie danych SAXS
wartosci objetosci Poroda (43320 nm®) s3 zgodne z objetosciami dla modelu
krystalograficznego biatka OspC, potwierdzajac jego dimeryczng forme¢ w roztworze.
Dodatkowo obliczone masy czgsteczkowe (41,2 kDa) na podstawie danych SAXS
rowniez potwierdzaja jego dimeryczna formg. Analizy SAXS przeprowadzone
dla fibrynogenu réwniez potwierdzajg obecno$¢ tego biatka w roztworze, a obliczone
wartoéci  objetosci Poroda (803200 nm®) oraz masy czasteczkowej Wskazuija,
ze fibrynogen wystepuje w postaci uktadu dwoch dimerow (725,25 kDa).

Wykonano rowniez pomiary SAXS dla kompleksu biatek BB.OspC_NA19
I fibrynogenu. W tym celu analizowano mieszaniny tych biatek w r6znych stosunkach
molowych (Tabela 3.12). Zarejestrowane dane zostaly przetworzone za pomocg
oprogramowania SASREF, co pozwolito wygenerowaé¢ model kompleksu tych biatek
(Rycina 4.28). Na podstawie uzyskanego modelowania zaproponowano potencjalne
miejsce wigzania tych biatek oraz zasugerowano, ze bialka te wigzg si¢ w stosunku 2:1,
CO 0znacza, ze dwie czasteczki fibrynogenu (dwa dimery) wiaza jedng czasteczke biatka
OspC (rowniez w formie dimeru). Dodatkowo zaproponowane miejsce wigzania — biatko
OspC zwigzane z czasteczkami fibrynogenu w czesci centralnej — jest zgodne z wynikami
MST, ktore wskazaly na wicksze powinowactwo biatka OspC do fragmentu E

fibrynogenu.
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Intensity [a.u.]

Rycina 4.28. Wyniki pomiarow SAXS dla kompleksu BB.OspC NA19 oraz ludzkiego
fibrynogenu. A. teoretyczna krzywa rozpraszania (czerwona), ktéra odpowiada modelowi
kompleksu biatek fibrynogen-BB.OspC NA19 wygenerowanemu przez program SASREF na
podstawie danych krystalograficznych oraz dane ekperymentalne (w postaci czarnych
kwadratow), przedstawiajgce rzeczywiste dane zebrane podczas pomiaréw SAXS. Teoretyczna
krzywa rozpraszania pokrywa si¢ z danymi eksperymentalnymi, co oznacza, ze model
teoretyczny dobrze odzwierciedla struktur¢ badanego kompleksu. B. wizualizacja
czwartorzedowej struktury kompleksu fibrynogen-BB.OspC_N A19. Biatko OspC przedstawione

jest kolorem czerwonym, a czasteczki fibrynogenu kolorem szarym.
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4.10. Badanie oddzialywan bialek OspC_NA19 z homologami bialka Salp15

Do przeanalizowania interakcji biatek OspC NA19 pochodzacych z réznych
gatunkow Borrelia oraz trzech homologéw biatka Salp15: Iricl_NA19, Iric2_NA19 oraz
Iric3_NA19 ponownie wykorzystano technike MST. Korzystajac juz z wczesniejszych
optymalizacji przeprowadzonych w trakcie badania oddziatywania OspC-fibrynogen,
ponownie wyznakowano biatka OspC NA19 znacznikiem fluorescencyjnym NHS.
Analogicznie wykonano pomiary kontrolne w celu sprawdzenia poziomu fluorescencji
wyznakowanych biatek. Do dalszych analiz wykorzystywano te biatka, ktérych poziom
fluorescencji znajdowat si¢ w zakresie 200-2000 jednostek (Rozdziat 3.2.10).

W pierwszej serii pomiarow MST wykorzystano znakowane fluorescencyjnie
biatka OspC NA19 (BA.OspC NA19*NHS 647, BB.OspC NAI19*NHS 647,
BG.OspC_NA19*NHS 647, BS.OspC_NA19* 647) oraz biatka Iric NA19: Tricl _NA19,
Iric2 NA19 oraz Iric3_NA19 (nieznakowane). Mierzono powinowactwo kazdego
znakowanego biatka OspC NAI9*NHS 647 do kazdego z biatek Iric NA19
(Tricl1_NA19, Iric2_ NA19 oraz Iric3_NA19). Sumarycznie wykonano pomiary interakcji
12 réznych par biatek, a kazdy z tych pomiaréw zostal powtdrzony 3-krotnie. State
stezenie znakowanych biatek OspC_NA19*NHS 647 dodawano do serii rozcienczen
trzech biatek Iric NA19 (nieznakowane). (Rozdziat 3.2.10). Na podstawie
zarejestrowanych sygnatéw MST wykreslono krzywe wigzania oraz obliczono Ka.
Co ciekawe, nie wszystkie przeprowadzone analizy potwierdzity interakcje biatek
OspC_NA19 z biatkami Iric NA19. Takie interakcje potwierdzono w przypadku biatek
BB.OspC NA19 oraz BS.OspC NA19, ktore oddziatywaty ze wszystkimi biatkami
Iric NA19 (Iricl NA19, Iric2 NA19 oraz Iric3 NA19). Ponadto zaobserwowano
rowniez wigzanie biatka BA.OspC NA19, ale tylko z biatkiem Iricl NA19. Jednakze
w przypadku biatka BG.OspC_NA19 nie zanotowano wigzania z zadnym z trzech biatek
Iric. NA19. Wszystkie pomiary wykonano w tych samych warunkach (Rozdziat 3.1.2).
Natomiast dla pary bialek BA.OspC NA19 - Iricl NA19 tworzenie kompleksu
odnotowano tylko w temperaturze 37°C.

Uzyskane wyniki Kq w zakresach nanomolowych (100-350 nM) wskazuja
na wysokie powinowactwo migdzy biatkami OspC NA19-Iric NA19 (Tabela 4.22).
Dodatkowo charakterystyczny, sigmoidalny ksztalt krzywej wigzania uzyskanej
dla pomiaréw interakcji bialek OspC NA19 - Iric NA19 wskazuje na specyficzny
charakter powyzszych interakcji (Rycina 4.29 i Rycina 4.30).
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Wykonano rowniez kontrole negatywne do tej serii pomiarow MST, w ktorych
jako partnerow interakcji zastosowano biatko powierzchniowe pochodzace z Borrelia,
ale odpowiedzialne za kolonizacje¢ kretka w jelicie kleszcza — biatko OspA NA19 oraz
trzy biatka Iric NA19. Do pomiaréw MST wykorzystano fluorescencyjnie znakowane
biatko OspA_NA19 (OspA NA19*NHS 647) oraz biatka Iricl NA19, Iric2 NA19
I Iric3_NA19 (nieznakowane). State stezenie znakowanego biatka OspA NA19*NHS
647 dodawano do serii rozcienczen trzech biatek Iric NA19 (nieznakowane). Pomiary
prowadzono w statych warunkach buforowych (bufor do MST) oraz temperaturze
pokojowej. Przeprowadzone pomiary nie potwierdzity interakcji dla zadnej z tych par
biatek (Rycina 4.31).

Tabela 4.22. Stale Ky obliczone dla interakcji bialek OspC_NA19 oraz Iric_ NA19
na podstawie pomiarow MST. State Ky dla analizowanych par biatek zostaly obliczone
w oparciu o dane uzyskane w wyniku trzech niezaleznych pomiaréw MST dla danej pary biatek.
Kolorem zielonym oznaczono interakcj¢ biatlek OspC_NA19 z biatkiem Iricl NA19. Kolorem
niebieskim oznaczono interakcj¢ biatek OspC NA19 z biatkiem Iric2 NA19. Kolorem
rézowym oznaczono interakcje biatek OspC _NA19 z biatkiem Iric3_NA19. Kreska 0znaczono

pary, dla ktorych nie wyznaczono statych Kq, co zinterpretowano jako brak interakcji.

Analizowane oddzialywania par bialek

BA.OspC_NA19*RED-NHS - Iric1_NA19
BA.OspC_NA19*RED-NHS - Iric2_NA19
BA.OspC_NA19*RED-NHS - Iric3_NA19

BB.OspC_NA19*RED-NHS - Iric1_NA19
BB.OspC_NA19*RED-NHS - Iric2_NA19
BB.OspC_NA19*RED-NHS - Iric3_NA19

BG.OspC_NA19*RED-NHS - Iricl NA19
BG.OspC_NA19*RED-NHS - Iric2 NA19
BG.OspC_NA19*RED-NHS - Iric3 NA19

BS.0spC_NA19*RED-NHS - Iricl_NA19
BS.0spC_NA19*RED-NHS - Iric2_NA19
BS.0spC_NA19*RED-NHS - Iric3_NA19

*- 0znaczono wyznakowane fluorescencyjnie biatka

Ka (NM)

354,9 80,11

272,66 £16,10
115,84 +17,00

299,50 £74,40

163,98 + 18,61
211,64 £54,42

287,59 77,85
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Rycina 4.29. Na wykresach przedstawiono krzywe wigzania uzyskane w wyniku pomiaréw MST dla interakcji réznych wariantow bialek OspC_NA19
z biatkiem Iricl_NA19. Kolorem zielonym 0znaczono interakcje trzech biatek OspC NA19 (BA.OspC NA19, BB.OspC NA19, BS.OspC NA19) z biatkiem
Iricl NA19. Biatka OspC NA19 zostaty wyznakowane RED-NHS 647, a serie rozcienczen wykonano dla biatka Iricl NA19 (ligand). Biatka OspC NA19

wyznakowane fluorescencyjnie zostaty oznaczone gwiazdka (*NHS). Wyniki Kq 0szacowane na podstawie trzech niezaleznych pomiar6w MST przedstawiono
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Rycina 4.30. Na wykresach przedstawiono krzywe wiazania uzyskane w wyniku pomiaréw MST dla interakcji réznych wariantow bialek OspC_NA19
Z biatkami Iric._ NA19 (Iric2_NA19, Iric3_NA19). Kolorem niebieskim oznaczono interakcje dwoch biatek OspC NA19 (BB.OspC NA19, BS.OspC NA19)
Z biatkiem Iric2_NA19. Kolorem rézowym o0znaczono interakcje dwoch biatek OspC NA19 (BB.OspC NA19, BS.OspC NA19) z biatkiem Iric3_NA19.
Biatka OspC _NA19 zostaly oznaczone gwiazdka wraz ze znacznikiem fluorescencyjnym (*NHS). Wyniki K4 oszacowane na podstawie trzech niezaleznych

pomiarow MST przedstawiono w tabeli, w ktorej zastosowano analogiczng kolorystyke dla analizowanych par interakcji (Tabela 4.19).
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Rycina 4.31. Na wykresach przedstawiono wyniki kontrolnych pomiaréw MST dla bialek OspA_NA19 i Iric_NA19. Bialka OspA NA19 zostaty
wyznakowane RED-NHS 647, a serie rozcienczen wykonano dla poszczegolnych biatek Iric NA19 (Iricl NAT19, Iric2 NA19, Iric3_NA19). Na wykresach
nie zostaly wykreslone krzywe wiazania dla biatka OspA NA19 z biatkami Iric NA19, co wskazuje na brak interakcji migdzy tymi biatkami. Biatka
OspA_NA19 zostaty 0znaczone gwiazdka wraz ze znacznikiem fluorescencyjnym (*NHS). Wykresy te potwierdzaja brak interakcji dla pary biatlek OspA NA19
- Iric NA19.
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4.11. Przesiewowe testy krystalizacyjne

W celu poglebienia wiedzy dotyczacej wigzania biatek OspC z grupg biatek Iric,
podjeto proby krystalizacji kompleksow tych biatek, aby okresli¢ ich doktadne miejsca
wigzania. Pierwszym etapem byla optymalizacja warunkow  buforowych
wspomagajacych proces Krystalizacji biatek OspC_NA19. Wykonano seri¢ testow
krystalizacyjnych przy uzyciu Robota Gryphon i komercyjnych zestawow
do krystalizacji (Index, Crystal Screen, PEG/lon) (Rozdziat 3.2.12) wykorzystujac biatka
OspC_NA19 (BA.OspC NA19, BBOspC NA19, BGOspC NA19, BSOspC _NA19)
0 stezeniu koncowym okoto 10 mg/ml. Biatka te zostaly uzyskane zgodnie
ze szczegotowo przedstawiong procedura W Rozdzialach 3.2.6.4 oraz 3.2.6.5,
I zawieszone w buforze 50 mM Tris-HCI i 150 mM NaCl (pH 7,5). Niestety, w testach
tych nie uzyskano biatek OspC_NA19 w postaci krystalicznej w zadnym z warunkow.
Nastepnie przetestowano kolejne warunki, tym razem manipulujgc st¢zeniem biatka
OspC_NA19, wykorzystujac te same komercyjne zestawy do krystalizacji, a takze
przygotowujac bufory samodzielnie (Rozdzial 3.2.12). Testowano stezenia biatek
OspC_NA19 na poziomie 10 mg/ml, 15 mg/ml oraz 20 mg/ml. Réwniez w tym przypadku
nie uzyskano biatek w formie krystalicznej.

Po przeanalizowaniu danych literaturowych oraz dostepnych struktur biatka OspC
w bazie PDB (PDB: 1GGQ oraz 1F1M) pochodzacych z B. burgdorferi podjeto decyzje
0 zmianie strategii prowadzenia testow krystalizacyjnych. W zwigzku z tym utworzono
nowe mutanty delecyjne biatka OspC_NA35-37 (BA.OspC_NA37, BB.OspC_NA37,
BG.OspC_ NA35, BG1.0spC_ NA35) (Rozdziat 4.4.3), rozpuszczone w optymalnych
buforach. Biatka BA.OspC NA37 oraz BB.OspC_NA37 zawieszono w buforze
50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, natomiast biatka BG.OspC_ NA35
i BG1.0spC_ NA35 w buforze 25 mM HEPES (pH 6,5), 150 mM NaCl. Nastepnie biatka
zageszezano do stezenia okoto 30 mg/ml i preparaty o takim stezeniu wykorzystywano
do testow krystalizacyjnych z uzyciem komercyjnych zestawow do krystalizacji (Index,
PEG/lon, BCS, Morpheus). Ptytki krystalizacyjne inkubowano w temperaturze 4°C.
Pierwsze krysztaly bialek BB.OspC_NA37 i BG1.0spC_NA35 obserwowano
po tygodniu inkubacji. Wyselekcjonowano warunki, w ktérych zachodzit proces
krystalizacji biatek: dla biatka BB.OspC_NA37 byly to 30% PEG 1500 o pH 7,0
(PEG/lon), a dla biatka BG1.0spC_NA35 byly to 0,2 M octan sodu, trihydrat,
25% PEG 3350, 0,1M HEPES o pH 7,5 (Index).



Warunki  krystalizacji  biatek BB.OspC_NA37 (PDB: 7BML) oraz
BG1.0spC_NA35(PDB: 7NEN), w ktorych udato si¢ uzyskac krysztaty, zastosowano
podczas prob krystalizacji kompleksu biatek BB.OspC_NA37-Iricl NA19. Wybor tej
pary biatek byt uzasadniony silnym powinowactwem zaobserwowanym podczas badan
metoda MST oraz wczesniejszymi badaniami strukturalnymi dotyczacymi biatka
BB.OspC_NA37. Na tym etapie, oprocz uzyskania preparatow biatka BB.OspC_NA37
(Rozdziat 4.5.3), konieczne byto uzyskanie wysokich stezen biatka Iricl NA19 (Rodziat
4.6). Przed przystgpieniem do Krystalizacji kompleksu biateck BB.OspC NA37
I Iricl NAI19, oba bialka zaggszczono do stezenia koncowego okoto 30 mg/ml.
Zageszczone biatka BB.OspC NA37 i Iricl _NA19 mieszano w stosunku molowym 1:1
i inkubowano 1 godzing w 4°C. Po inkubacji przygotowano testy krystalizacyjne
wykorzystujac komercyjne zestawy do krystalizacji (Index, PEG/lon, BCS, Morpheus),
jednak nie zaobserwowano krysztatoéw kompleksu biatka BB.OspC NA37 i Iricl NAI19.
Nastepnie zastosowano zestawy dedykowane do krystalizacji kompleksow biatkowych,
promujace oddziatywania migdzyczasteczkowe — ProPlex oraz Midas. Pomimo tych
prob, nie uzyskano oczekiwanych rezultatow w postaci wykrystalizowanych
kompleksow OspC-Iric. Proces krystalizacji kompleksu biatek OspC-Iric wymaga dalszej

optymalizacji.
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5. DYSKUSJA
Analiza porownawcza biatek OspC z réznych gatunkow Borrelia

Odkad rozpoczeto badania nad borelioza i czynnikiem sprawczym, jakim jest
kretek Borrelia dowiedziono, ze gldwne gatunki biorace udziat w etiologii choroby to:
B. burgdorferi s.s, B. afzelii oraz B. garinii. Wykazano, ze B. burgdorferi s.s. jest
glownym gatunkiem zakaznym na terenie Stanéw Zjednoczonych, podczas gdy
w Europie ma mniejsze znaczenie Kliniczne, gdzie dominujagcymi gatunkami
wywotujacymi borelioze sg B. afzelii i B. garinii (Kazimirova i in., 2023). Pomimo ze
pula gatunkow inwazyjnych wykracza poza te trzy glowne gatunki, to wiekszosé
dotychczasowych badan wcigz koncentruje sie na B. burgdorferi s.s. (Raberg i in., 2017).
Przeprowadzone do tej pory obserwacje pokazuja, jak bardzo zréznicowany jest rodzaj
Borrelia. Co wazne, zroznicowanie t0 wystepuje nie tylko migdzy poszczegdlnymi
gatunkami Borrelia, ale rowniez w obrgbie jednego gatunku Borrelia, co znacznie
utrudnia badanie tej grupy bakterii (Barbour i Travinsky, 2010; Margos i in., 2009).

Jednym z najbardziej interesujacych bialek powierzchniowych Borrelia,
charakteryzujacych si¢ wysokim polimorfizmem, jest biatko OspC. Synteza tego biatka
rozpoczyna si¢ z chwilg, gdy Kleszcz zaczyna zerowac na ciele zywiciela. Podkresla si¢
istotng role OspC w migracji kretka Borrelia z jelita do $linianek Kkleszcza oraz
W pozniejszej transmisji Borrelia do uktadu krwionosnego gospodarza (Grimm i in.,
2004). Analizy sekwencji gendéw kodujacych biatko OspC staly si¢ podstawg
do wyodrebnienia réznych serotypéw Borrelia charakteryzujacych si¢ odmienng
inwazyjnos$cig wobec organizmu gospodarza. W ten sposob, dla B. burgdorferi s.s.
wyrdzniono 22 grupy serotypow, z ktorych az 16 zostato zidentyfikowanych w USA
(Wang i in., 1999). Najnowsze badania wskazuja na ciggte poszerzenie sig¢ liczby réznych
serotypow Borrelia, ktora obecnie obejmuje okoto 30 grup. Wykazano, ze allele ospC
roznig si¢ specyficznosécig gatunkowa wobec zywicieli; niektore z nich infekuja wiele
gatunkow zywicieli, podczas gdy inne ograniczajg si¢ do jednego lub kilku gatunkow
(Lemieux i in., 2023; Shifflett i in., 2024).

Poszerzenie analiz genow 0spC o sekwencje z B. afzelii i B. garinii zwigkszyto
liczbe réznych grup (serotypow) Borrelia do co najmniej 69. Sposrod tych 69 grup
Borrelia wyodrebniono 24, ktore sa inwazyjne dla organizmu cztowieka (Lagal i in.,
2003). W przypadku B. afzelii opisano 42 rozne allele ospC pochodzace z kretkow

europejskich. Na podstawie analiz porownawczych sekwencji tych alleli wyodrebniono
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20 grup okreslanych jako serotypy Borrelia, podobnie jak w przypadku B. burgdorferi
s.s. (Nouri i in., 2021).

Genotypowanie i okreslanie poziomu zjadliwosci konkretnego szczepu Borrelia
na podstawie ospC, moze rowniez stanowi¢ istotny predyktor boreliozy obcigzonej
ryzykiem powiktan wielouktadowych (rozsiana forma choroby) (Barbour i Cook, 2018).
Aby w pelni odpowiedzie¢ na pytanie, jaki jest udziat biatek OspC nalezacych do roznych
szczepow, konieczne sg nie tylko badania genetyczne, lecz takze poznawanie wiasciwos$ci
biatek OspC (Jabbari i in., 2018).

Gléwnym obiektem badawczym niniejszej pracy sa biatka OspC pochodzace
z czterech roznych gatunkoéw Borrelia: B. burgdorferi s.s, B. afzelii, B. garinii oraz
B. spielmanii. Gatunki te charakteryzuja si¢ zréznicowanym udzialem w etiologii
boreliozy oraz ro6znorodnym profilem objawow chorobowych.

Biatka OspC sg najbardziej zr6znicowang grupa lipoprotein powierzchniowych
Borrelia. Analizy bioinformatyczne (Rozdziat 4.1), majace na celu poréwnanie badanych
bialek oraz wylonienie ich cech charakterystycznych, wykazaly, ze podobienstwo
sekwencji aminokwasowych badanych biatek OspC pochodzacych z czterech gatunkow
Borrelia wynosi od 60% do 73% (Tabela 4.4). Pomimo wysokiego zréznicowania
sekwencji tych biatek, struktury biatek OspC zdeponowane w bazie PDB, nalezace
do roznych grup infekcyjnych (grupa A, B i E) B. burgdorferi s.s., charakteryzuja si¢
wysokim stopniem podobienstwa do biatek badanych (Rycina 5.1). W odr6znieniu
od podobienstwa strukturalnego, opracowane modele in silico (Tabela 4.5) pokazaty
wysoki stopien zroznicowania dystrybucji tadunkow na powierzchni biatek OspC.
Za rozktad tadunkow powierzchniowych odpowiadajg rejony zmienne sekwencji
aminokwasowych OspC (Tabela 4.6). Ponadto analizy sekwencji poszczegdlnych biatek
wykazaty, ze OspC_N19 pochodzace z B. burgdorferii s.s, B. afzelii oraz B. garinii
w fizjologicznym pH posiadaja wypadkowy tadunek ujemny, w przeciwienstwie
do OspC_N19 pochodzacego z B. spielmanii, ktory charakteryzuje sie silnie dodatnim
tadunkiem. Réznice wynikajace z zawarto§ci aminokwasow kwasowych (Asp 1 Glu)
I zasadowych (Lys, Arg i His) w tancuchu polipeptydowym moga wptywaé
na zréznicowanie potencjatu zakaznego gatunkéw Borrelia. B. burgdorferi s.s, B. afzelii
oraz B. garinii sg uwazane za gtdéwne patogeny ludzkie, podczas gdy udziat B. spielmanii
w etiologii boreliozy u ludzi jest znacznie mniejszy, co moze wskazywaé na nizszy
potencjal zakazny tego gatunku. Warto podkresli¢, ze B. spielmanii zostata wyizolowana

z probek pochodzacych z biopsji skéry pacjentdw, u ktorych stwierdzono rumien
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wedrujacy, bedacy najczestszym objawem zakazenia tym gatunkiem kretka. Sugeruje to,
ze B. spielmanii moze wywotywa¢ miejscowe infekcje skory, skoncentrowane
w obszarze ogniska zapalnego (Fingerle i in., 2008; Richter i in., 2006; Stanek i Reiter,
2011). Podobne wnioski zostaly przedstawione przez Kumaran i in. (2001b), ktorzy
postawili cickawa hipotezg¢ 0 Korelacji pomigdzy inwazyjnoscig i zrdéznicowaniem
zawartosci aminokwasow kwasowych w biatku OspC. Zaobserwowano, ze w biatkach
OspC pochodzacych z inwazyjnych szczepéw HB19 i B31 B. burgdorferi obecny jest
duzy region ujemnie natadowany, czego nie zaobserwowano w nieinwazyjnym szczepie
212 (Kumaran i in., 2001b).

Rycina 5.1. Wizualizacja struktur monomeru bialek OspC nalozonych na siebie,

wskazujaca na wysoki poziom podobienstwa analizowanych struktur.

, kolorem niebieskim oznaczono strukture
OspC z B. burgdorferi s.s. (PDB:7BML) oraz
Dwie ostatnie struktury zostaty wykrystalizowane w ramach niniejszej pracy. Wizualizacje

wykonano przy pomocy programu Chimera.
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Interakcja OspC-fibrynogen

Wigzanie réoznych komponentéw Krwi organizmu gospodarza przez bakterie jest
powszechne zaréwno wsrod bakterii  Gram-ujemnych, jak i Gram-dodatnich
(Ramachandran, 2014). Wsrod gronkowcow szeroko badane jest réwniez wigzanie
fibrynogenu (Thomas i in., 2019). U Staphylococcus aureus (Gronkowiec ztocisty)
zidentyfikowano az dziewie¢ biatek wigzacych fibrynogen, podczas gdy Staphylococcus
pseudintermedius (patogen psow) produkuje dwa biatka wigzace fibrynogen: SpsD oraz
SpsL. Badania wykazaty, ze biatko SpsL charakteryzuje si¢ wysokim powinowactwem
do wigzania psiego fibrynogenu, co zostato potwierdzone poprzez badania porownawcze
z fibrynogenem innego pochodzenia (m. in. owca, bydto czy cztowiek) (Pickering i in.,
2019; Pietrocola i in., 2016). Wyksztatcenie przez bakterie mechanizméw wigzania
fibrynogenu moze by¢ $ci$le zwigzane z zaktocaniem procesu krzepnigcia Krwi,
promowaniem przylegania komoérek bakteryjnych do tkanek organizmu gospodarza,
unikaniem reakcji ze strony uktadu immunologicznego czy tez stymulowaniem tworzenia
ropni. Pomimo ze czynniki bakteryjne zwiazane z tropizmem do réznych tkanek
zywiciela sg w dalszym ciagu mato poznane, badania wskazujg, ze t0o witasnie biatka
powierzchniowe komorek bakteryjnych inicjuja szereg interakcji z czynnikami
gospodarza, umozliwiajgc skuteczne rozprzestrzenianie si¢ patogenéw W organizmie
(Josse i in., 2017; Ribet i Cossart, 2015, Zhang i in., 2022).

Na wczesnych etapach infekcji, Borrelia musi przeciwstawi¢ —sig
wielokierunkowym dziataniom uktadu odpornosciowego zywiciela, ktore maja na celu
eliminacje¢ patogenu z ukladu krwionosnego. Liczne badania potwierdzily, ze biatko
OspC odgrywa kluczowa role w umozliwieniu Borrelia przetrwania tych reakcji oraz
adaptacji do niekorzystnego srodowiska, jakim jest uktad krwiono$ny zywiciela (Radolf
i in., 2012). Obserwacje wykazaty, ze bakterie Borrelia sa zdolne do wigzania na swojej
powierzchni réznych czynnikéw gospodarza, tworzac W ten sposob ,,ptaszcz ochronny”,
ktory umozliwia unikanie negatywnych skutkéw odpowiedzi immunologicznej
kregowcow. OspC jest wilasnie jednym z biatek powierzchniowych wykazujacych takie
zdolnosci, co sprzyja przetrwaniu bakterii w uktadzie krwionosnym gospodarza (Kraiczy,
2016). Znaczenie takiego mechanizmu podkresla wysoki poziom immunogennosci biatka
OspC. Badania wykazaty, ze biatko OspC zawiera w poblizu konca karboksylowego
wysoce konserwatywny epitop, ktory wywoluje silng odpowiedz immunologiczng
(Lovrich 1 in., 2005). Fakt ten moze wskazywac¢ na konieczno$¢ stosowania przez

Borrelia strategii, majacej na celu unikniecie reakcji ze strony uktadu immunologicznego
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gospodarza. Strategia ta moze polega¢ na otaczaniu si¢ bakterii biatkami uktadu
krwiono$nego zywiciela, co pozwala ukry¢ regiony mogace potencjalnie stymulowac
odpowiedz immunologiczng, a W konsekwencji prowadzi¢ do eliminacji bakterii
z organizmu gospodarza (Kraiczy, 2016).

Majac na uwadze mozliwos¢ wigzania fibrynogenu przez rézne grupy bakterii,
W niniejszej pracy postawiono hipoteze, ze kretki Borrelia burgdorferi s.l. takze wiaza
na swojej powierzchni fibrynogen. Prawdziwo$¢ tej hipotezy weryfikowano poprzez
badania oddziatywan in vitro pomi¢dzy biatkami OspC i fibrynogenem. Do osiggnigcia
tego celu wykorzystano preparaty rekombinowanych biatek OspC_N19 pochodzacych
z czterech réznych gatunkow Borrelia oraz ludzki fibrynogen i technike MST (Rozdziat
4.8). Potwierdzono mozliwo$¢ wigzania przez biatka OspC nowego partnera biatkowego,
jakim jest ludzki fibrynogen. Uzyskane wyniki pokazaty, ze zidentyfikowane wigzanie
OspC-fibrynogen charakteryzuje si¢ silnym powinowactwem, z wartosciami statej K,
w zakresach 30-400 nM. Powinowactwo pomigdzy parg biatek rdzni si¢ pomigdzy
poszczegolnymi gatunkami Borrelia. Sigmoidalne ksztatty krzywych wigzan sugeruja
wysoka specyficzno$¢ uzyskanych interakcji. Wigzanie fibrynogenu na powierzchni
kretka (za posrednictwem biatka OspC) moze prowadzi¢ do utworzenia na jego
powierzchni pewnego rodzaju ,,ochronnego ptaszcza”, ktory utatwia bakteriom
rozprzestrzenianie si¢ W organizmie gospodarza.

Potwierdzeniem dla uzyskanych w niniejszej pracy wynikow sa wyniki dotyczace
badan powinowactwa bialek OspC z fibrynogenem uzyskane z wykorzystaniem dwoch
niezaleznych metod opublikowane w pracy Bierwagen i in., 2020. Interakcje biatek
OspC, pochodzacych z gatunkéw Borrelia badanych w ramach niniejszej pracy
doktorskiej, z ludzkim fibrynogenem analizowano przy uzyciu interferometrii
warstwowej (ang. Bio-Layer Interferometry, BLI). Wyniki potwierdzity formowanie si¢
komplekséw tych biatek, a uzyskane wartosci Kg w zakresach nanomolowych
(Kq = 0,74-49,92 nM) wskazuja na wysokie powinowactwo tych biatek (Bierwagen i in.,
2020). Nalezy zwr6ci¢ uwage na zauwazalng roznice uzyskanych wartosci Kq dla obu
metod (BLI i MST). W przypadku technologii MST zaobserwowano nieco wyzsze
warto$ci Kg w zakresie 48-408 nM (Rozdziat 4.8). Znakowanie fluorescencyjne lizyn
W  obrebie tancucha  polipeptydowego  biatka  OspC NA19, wymagane
do przeprowadzenia pomiaru MST, mogto negatywnie wptyna¢ na konformacje biatka
lub rozktad tadunku powierzchniowego, co w konsekwencji mogto zmienic¢

powinowactwo do fibrynogenu. Metoda BLI nie wymagata znakowania biatka
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OspC _NA19, lecz jedynie unieruchomienie biatka przy uzyciu znacznika HisTag,
znajdujacego si¢ na jego koncu aminowym. Pozwolito to zachowaé natywng konformacje
biatka i zapewnito jego peing dostepnos¢ dla wigzania z fibrynogenem. Trzecig metoda,
za pomocg ktorej potwierdzono oddzialywania OspC-fibrynogen, byt test
immunoenzymatyczny ELISA, rowniez wskazujacy na silne oddziatywanie biatka
BB.OspC _NA19 z fibrynogenem (Kd=210 nM) tych biatek.

Dodatkowym potwierdzeniem dla uzyskanych wynikéw sa badania strukturalne
SAXS, ktore rowniez potwierdzity tworzenie kompleksu biatka BB.OspC NA19
z fibrynogenem oraz zasugerowaly potencjalne miejsce wigzania biatka OspC
do centralnej czgsci fibrynogenu (Rozdziat 4.9). WyniKki te sg spojne z analizami MST,
Ktore rowniez wskazuja na tworzenie kompleksu BB.OspC NA19 z fragmentem E
fibrynogenu, wykazujagcym wigksze powinowactwo w pordéwnaniu do fragmentu D
(Rozdziat 4.8).

Ciekawg propozycja uzupetnienia badan in vitro dotyczacych interakcji OspC-
fibrynogen jest poszerzenie puli biatek o fibrynogen pochodzacy z innych gatunkéw
(np. pies domowy Canis familiaris, kot domowy Felis catus czy bydto domowe
Bos taurus). Dzigki temu bedzie mozna odpowiedz na pytanie ,,Czy wigzanie
OspC-fibrynogen przedstawione w niniejszej pracy charakteryzuje si¢ rowniez

specyficznoscig gatunkowa?”.

Interakcja OspC-Iric

Interakcja migdzy biatkiem OspC oraz Salpl5 odgrywa kluczowa role
w transmisji kretka Borrelia do organizmu gospodarza oraz w unikaniu jego odpowiedzi
immunologicznej, co moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju boreliozy (Kolb i in., 2015).
Analiza baz danych umozliwita zidentyfikowanie 18 sekwencji aminokwasowych,
homologéw Salpl5 (biatka Iric), pochodzacych ze §liny kleszcza I. ricinus. (Wen i in.,
2020). Poniewaz I. ricinus jest powszechnym gatunkiem pasozytniczym i wektorem
wielu patogenéw wystepujacym W Europie, zglgbianie wiedzy na temat biatek kleszcza
zaangazowanych W pasozytnictwo jest istotne.

W niniejszej pracy przeanalizowano interakcje pomigdzy biatkami OspC_NA19
pochodzacymi z roéznych gatunkow Borrelia a trzema homologami biatka Salpl5:
Iricl NAT19, Iric2 NA19 oraz Iric3_NA19, z wykorzystaniem techniki MST (Rozdziat
4.8). Biatka Iric pochodza ze §liny kleszcza I. ricinus, a wydajna ich produkcja w systemie

bakteryjnym stanowita wyzwanie, poniewaz naturalnie wytwarzane sg w organizmach
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eukariotycznych. Produkcja biatek eukariotycznych w komorkach bakteryjnych jest
problematyczna, poniewaz bakterie nie posiadaja odpowiednich mechanizméw
do wilasciwego faldowania bialek, tworzenia mostkow siarczkowych oraz
przeprowadzenia obrobki bialek, takich jak modyfikacje potranslacyjne, ktore sa
kluczowe dla ich aktywnosci. Aby umozliwi¢ prawidtowe formowanie mostkow
siarczkowych w rekombinowanych biatkach Iric, zastosowano wektor pET-39(+), ktory
pozwala na produkcj¢ biatka fuzyjnego Iric NA19-DsbA. Warto podkresli¢, ze biatko
DsbA jest oksydoreduktazg triolowa, petnigca kluczowsg role w katalizowaniu tworzenia
mostkow disiarczkowych pomigdzy resztami cysteiny w biatkach, co jest niezbedne
dla ich prawidtowego fatdowania (Martin i in., 1993). Wykorzystanie tego wektora oraz
optymalizacja warunkow produkcji i oczyszczania biatek Iric NA19 umozliwito ich
efektywne uzyskanie (Rozdziat 4.11). Badania nad biatkami §liny ektopasozytow
nie ograniczaja si¢ jedynie do rodzaju Ixodes, lecz coraz cze¢sciej obejmuja rowniez inne
ektopasozyty zywiace si¢ krwig (np. pluskwa domowa). Podobnie jak kleszcze Ixodes,
organizmy te wykorzystuja biatka $liny, aby zapobiegac krzepnigciu Krwi i zwezaniu
naczyn krwionosnych oraz znieczuli¢ receptory bolu gospodarza, co pozwala im
na efektywne pobieranie pokarmu (Talbot i in., 2017). Sugeruje si¢, ze w wyniku ewolucji
I interakcji miedzy pasozytem a gospodarzem, moze zachodzi¢ coraz wigksza
specjalizacja gatunkoéw pasozytdéw oraz gendw zaangazowanych w te interakcje (Jmel
i in., 2021). W zwiazku z tym, metodyka przedstawiona w niniejszej pracy, dotyczaca
efektywnej produkcji biatek sliny kleszcza Ixodes, moze by¢ zastosowana do szerokiego
spektrum biatek wydzielanych przez §linianki innych ektopasozytow podczas przysztych
prac badawczych, umozliwiajac dalsze zglebianie mechanizmoéw ich dziatania oraz
potencjalnych zastosowan terapeutycznych (Jmel i in., 2021; Talbot i in., 2017).

Wyniki MST wskazujg na zr6znicowane powinowactwo miedzy biatkami
OspC NAI19 a Iric NAI9 w zaleznosci od gatunku Borrelia. Interakcje zostaty
potwierdzone dla biatek BB.OspC NA19 oraz BS.OspC_NA19 ze wszystkimi biatkami
Iric NA19, podczas gdy BA.OspC_NA19 wykazywato interakcje jedynie z Iricl NA19.
Natomiast biatko BG.OspC _NA19 nie wykazalo zadnych interakcji z biatkami
Iric NA19. W odréznieniu od wynikow MST, pomiary powinowactwa tych samych par
biatek OspC-Iric uzyskane przy uzyciu technologii BLI, potwierdzity zdolno$¢ tworzenia
si¢ kompleksow dla wszystkich analizowanych par biatek (Bierwagen i in, 2020).
Roéznice migdzy wynikami uzyskanymi za pomocg tych dwoch metod badawczych moga

wynika¢ ze sposobu postepowania z biatkami w obu podejsciach. W przypadku MST
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konieczne byto kowalencyjne znakowanie biatek OspC znacznikiem fluorescencyjnym,
ktory reaguje z resztami lizyny w tancuchu polipeptydowym tych biatek. Natomiast
technika BLI umozliwia detekcje interakcji makroczgsteczek bez potrzeby
ich znakowania, jednak wymaga immobilizacji biatka, co moze modulowaé
powinowactwo.

Z danych literaturowych wynika, ze w obrgbie sekwencji aminokwasowej biatka
OspC wyréozniono dwa epitopy: L5 (131-159 aa) oraz H5 (160-200 aa) (Rycina 4.3).
Epitop L5 znajduje si¢ w obrebie helisy alfa 3, regionu, ktory moze by¢ rozpoznawany
przez uktad immunologiczny gospodarza i jest istotny w kontekscie wigzania biatka
OspC z r6znymi receptorami. Z kolei epitop H5 znajduje si¢ w helisie alfa 5, ktora jest
kluczowa dla stabilnos$ci struktury biatka oraz jego funkcji w interakcji z gospodarzem
(Buckles i in., 2006; Marconi i in., 2020). Poréwnanie powyzszych regionéw badanych
biatek OspC wykazato, ze w badanych biatkach OspC z B. afzelii i B. garinii wystepuja
dwie dodatkowe lizyny, ktore nie sg obecne w biatkach OspC z B. burgdorferi s.s.
i B. spielmanii. Brak oddziatywania po wyznakowaniu BA.OspC NA19
i BG.OspC_NAI19 sugeruje, ze lizyny te moga by¢ zaangazowane W tworzenie kompleksu
z biatkami Iric. NA19. Przeprowadzone eksperymenty wskazuja, ze w kontekscie badania
powyzszych interakcji, technologia BLI moze by¢ bardziej odpowiednia, poniewaz
nie wymaga znakowania biatek, a jedynie ich immobilizacji przy uzyciu HisTag
umieszczonego na koncu aminowym biatka. Mozna takze rozwazy¢ zmiane Strategii
znakowania biatek do pomiarow MST i zastosowanie fluorescencyjnego znakowania
znacznika HisTag, ktore moglyby rozwigzac¢ problem znakowania tancuchow bocznych

aminokwasow W tancuchu polipeptydowym biatka.

Przesiewowe testy krystalizacyjne

Dotychczas nie uzyskano danych strukturalnych dotyczacych kompleksow biatek
OspC-Iric. W ramach niniejszej pracy podjeto proby uzyskania krysztatow tych
kompleksow, jednak zakonczyly si¢ one niepowodzeniem. Niemniej jednak uzyskane
wyniki dostarczyly pewnych istotnych informacji na temat wyzwan zwigzanych
z krystalizacjg tych biatek oraz mozliwosci, jakie daje optymalizacja warunkow
eksperymentalnych (Rozdziat 4.11).

Pierwszym etapem badan byta optymalizacja warunkéw Krystalizacji biatka
OspC_A19, zakonczona niepowodzeniem. Dane literaturowe wskazuja, ze zarowno

koniec aminowy, jak i karboksylowy biatka OspC sa elastyczne, co moze utrudniac¢
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proces krystalizacji (Eicken i in., 2001). Wzorujac si¢ na wczesniej stosowanych
podejéciach zastosowano mutanty OspC NA35-37. Uzyskano krysztaly bialek
BB.OspC NA37 i BGI1.0OspC NA35, ktore zostaly wykorzystane do badan
strukturalnych w Centrum Synchrotronowym EMBL/Desy w Hamburgu (Kumaran i in.,
2001b). Uzyskano struktury biatek BB.OspC _NA37 (PDB:7BML) i BG1.0spC NA35
(PDB: 7NEN), ktore zostaty zdeponowane w bazie PDB. O ile wcze$niej rozwigzano
i opublikowano struktury biatek OspC z B. burgdorferi, struktura OspC z B. garinii jest
pierwsza opublikowang sposrod innych gatunkow Borrelia. Wyniki te potwierdzity wigc
wczesniej zaobserwowang wysoka konserwatywno$¢ strukturalng biatek OspC z rodzaju
Borrelia.

Na podstawie przeprowadzonych optymalizacji krystalizacji OspC oraz wynikow
wczesniejszych  badan  interakcji, podjeto  probe  krystalizacji  kompleksu
BB.OspC NA37-Iricl NA19. Pomimo licznych prob optymalizacji procesu
krystalizacji, nie udalo si¢ uzyska¢ tego kompleksu. Mozliwe przyczyny braku
powodzenia w krystalizacji kompleksu moga obejmowac wiele czynnikow, takich jak np.
niewlasciwa proporcja bialek czy nieprawidlowa konformacja biatka Iricl NAI19
uzyskana w trakcie renaturacji, po oczyszczaniu biatka w warunkach denaturujacych.

W obliczu napotkanych trudnosci z krystalizacjag kompleksu BB.OspC NA37-
Iricl NA19, mozna zaproponowac¢ Kilka kierunkow dalszych badan. Oczyszczanie biatka
Iricl NA19 w warunkach denaturujacych moze zaktocaé przywracanie jego natywnej
postaci, dlatego bardziej efektywne mogloby by¢ zastosowanie innych wariantow
delecyjnych Iric lub innych strategii oczyszczania Iric NA19.
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6. PODSUMOWANIE

W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono wyniki badan, ktorych celem byto
poszerzenie wiedzy na temat biatek OspC, pochodzacych z réznych gatunkow Borrelia,
bedacych czynnikami sprawczymi boreliozy. Przeprowadzona analiza poréwnawcza
wykazala istotne roznice w sekwencjach aminokwasowych biatek OspC, wplywajace
na zr6znicowang dystrybucj¢ tadunkoéw na powierzchni tych biatek, co zalezy od gatunku
Borrelia, z ktorego pochodzg. Kluczowym osiggnieciem byto odkrycie potencjalnego
nowego ligandu — fibrynogenu, ktory in vitro wykazat wysokie powinowactwo do biatek
OspC, oraz wykazanie roznic w sile tych interakcji w zaleznosci od badanego typu OspC.
Mianowicie, interakcja OspC z B. burgdorferi s.s. cechowata si¢ najsilniejszym
powinowactwem, podczas gdy w przypadku B. spielmanii obserwowano najstabsze
powinowactwo, co sugeruje mniejszy udziat B. spielmanii w etiologii boreliozy.
Zaproponowano takze model strukturalny kompleksu OspC — fibrynogen.

Dodatkowo praca zawiera analizy oddzialywan biatek OspC z homologami
Salp15 — Iric. Cho¢ w literaturze scharakteryzowano juz biatko Iricl, pozostate homologii
Iric2 i Iric3 sg wcigz mniej poznane. Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzity
interakcje biatek Iric i OspC pochodzacych z B. afzelii, B. burgdorferi s.s. oraz
B. spielmanii, jednak nie =zaobserwowano ich w przypadku B. garinii,
co najprawdopodobniej wynikato z przyjetej strategii znakowania tancuchow bocznych
lizyny biatka OspC stosowanej w pomiarach MST. Biorgc pod uwage fakt, ze ta sama
para biatek wykazywata wysokie powinowactwo podczas pomiaréw z zastosowaniem
innych  technik, zaproponowano, ze kowalencyjne przytaczenie znacznika
fluorescencyjnego maskowato rejon OspC, ktory oddziatuje z biatkami Iric.

Waznym i pracochtonnym etapem pracy bylo opracowanie bardzo wydajnej
preparatyki biatek OspC oraz Iric, co wymagato licznych optymalizacji zwigzanych z ich
produkcjg oraz oczyszczaniem. W efekcie przedstawiono szczegoétowe protokoty
produkcji tych biatek, ktore mogg stanowi¢ cenne narzedzie dla innych badaczy
zajmujacych si¢ podobnym tematem. Ponadto, podjeto liczne proby krystalizacji
kompleksu biatek OspC-Iric, ktore jednak nie zakonczyly sie uzyskaniem struktur
krystalicznych kompleksu. Wykrystalizowano natomiast biatka OspC pochodzace
z B. burgdorferi s.s. oraz B. garinii, a uzyskane dane strukturalne zostaty zdeponowane
w bazie PDB.
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W s$wietle powyzszych wynikow nalezy podkresli¢, ze w przedstawionej pracy
doktorskiej z powodzeniem zrealizowano zatozone cele badawcze. Opracowano wydajne
protokoty produkcji badanych biatek oraz szczegotowo opisano roznice miedzy biatkami
OspC wynikajgce z ich przynaleznosci do roznych gatunkow Borrelia. Ponadto,
zidentyfikowano interakcje biatek OspC z r6znymi ligandami pochodzacymi z organizmu
ssaka (fibrynogen) oraz kleszcza (Iric), a takze zaproponowano potencjalne miejsca
wigzania tych ligandow. Co wigcej, wstepne badania krystalograficzne umozliwity
uzyskanie struktur biatek OspC z B. burgdorferi oraz B. garinii. Pomimo, ze nie uzyskano
struktury kompleksu biatek OspC-Iric to opracowane protokoty przesiewowych testow
krystalizacyjnych tego kompleksu moga w przysztosci przyczni¢ si¢ do poznania ich
struktury.

Zaprezentowane badania majg istotne znaczenie dla poszerzania wiedzy na temat
gatunkow Borrelia, takich jak B. afzelii i B. garinii, ktore odgrywaja kluczowa role
W rozprzestrzenianiu si¢ boreliozy w Europie, a takze na temat biatek Iric pochodzacych
z klesza Ixodes ricinus, dominujgcego na tych terenach. Wyniki badan zostaty takze
opublikowane w dwoch artykutach, ktore sg powszechnie dostepne dla srodowisk

naukowych.
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/. STRESZCZENIE

Borelioza, wywolywana przez kretki z rodzaju Borrelia, jest odzwierzg¢cg chorobag
0 zasiegu obejmujacym calg polnocng potkule Ziemi, stanowigca istotne wyzwanie
dla stuzby zdrowia. Pomimo trwajacych od lat 80-tych badan nad czynnikami
sprawczymi boreliozy, brak skutecznej szczepionki oraz wysoka liczba zachorowan
podtrzymujg nieustanne zainteresowanie tg chorobg w srodowiskach naukowych. Kretki
z rodzaju Borrelia wyrozniaja si¢ zdolnoscig do wytwarzania licznych lipoprotein
powierzchniowych, ktore odgrywaja kluczowa role na réznych etapach ich cyklu
zyciowego. W szczegolnosci biatko powierzchniowe OspC (ang. Outer Surface
Protein C) petni istotng funkcje W poczatkowych fazach infekcji, umozliwiajac skuteczng
adaptacje kretka w organizmie ssaka. Badania wykazaty, ze OspC wchodzi w interakcje
z biatkami uktadu krwionosnego ssaka oraz biatkami §liny Kleszcza, co sprzyja
efektywnej infekcji oraz przetrwaniu patogenu.

Celem niniejszej pracy byta doglebna analiza biatek OspC pochodzacych
z r6znych gatunkow Borrelia. Badania koncentrowaty si¢ na identyfikacji roznic migedzy
tymi biatkami oraz analizie interakcji z wybranymi ligandami pochodzacymi zar6wno
od kleszcza, jak i cztowieka. Przeanalizowano in vitro interakcje OspC z ludzkim
fibrynogenem oraz biatkami Iric, homologami biatka Salpl5 (ang. Salivary Gland
Protein 15), obecnych w slinie Kkleszcza, wykorzystujac technologiec MST, ktora
umozliwita precyzyjng oceng tych interakcji.

Uzyskane wyniki badan ujawnity nowe interakcje migdzy OspC a fibrynogenem,
a wartosci stalych wigzan Kgq na poziomie nanomolowym wskazaty na ich silne
powinowactwo. Na podstawie danych SAXS zaproponowano model przestrzenny
kompleksu OspC-fibrynogen. Potwierdzono takze interakcje OspC z biatkami Iric
I zaproponowano miejsce wigzania biatka Iric przez OspC. Opracowane protokotly
produkcji biatek OspC i Iric umozliwily uzyskanie wysokiej jakosci preparatow
biatkowych, uzytych takze do badan strukturalnych. Mimo ze przesiewowe testy
krystalizacyjne nie doprowadzity do uzyskania kompleksu biatek OspC-Iric, to struktura
OspC pochodzaca z Borrelia garinii wzbogacita baz¢ danych o nowy gatunek Borrelia.
Optymalizacje przeprowadzone w trakcie prezentowanych badan moga przyczynic si¢
do dalszych prob krystalizacji powyzszego kompleksu.

Wyniki te dostarczaja cennych informacji na temat roznorodnosci biatek OspC,

ich struktury oraz interakcji z roéznymi ligandami, co ma kluczowe znaczenie
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dla zrozumienia mechanizméw patogenezy boreliozy. Odkrycia te moga przyczyni¢ si¢
do rozwoju skutecznych metod profilaktycznych i terapeutycznych, stanowiac wazny
wktad w dynamicznie rozwijajace si¢ badania nad boreliozg i jej patogenami, a takze

podkreslajg potrzebg kontynuacji dalszych badan w tym zakresie.
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8. SUMMARY

Lyme disease, caused by spirochetes of the genus Borrelia, is a zoonotic disease
affecting the entire northern hemisphere of the Earth, posing a significant challenge
to health services. Despite ongoing research on the causative agents of Lyme disease since
the 1980s, the lack of an effective vaccine and the high number of cases maintain constant
interest in this disease in scientific community. The spirochetes of the genus Borrelia are
distinguished by their ability to produce numerous surface lipoproteins, which play
a key role at various stages of their life cycle. In particular, the surface protein OspC
(Outer Surface Protein C) plays an important role in the initial phases of infection,
enabling effective adaptation of the spirochete in the mammalian body. Studies have
shown that OspC interacts with mammalian bloodstream proteins and tick saliva proteins
to promote effective infection and pathogen survival.

The aim of this study was an in-depth analysis of the OspC proteins from various
Borrelia species. The research focused on identifying differences between these proteins
and analyzing interactions with selected derived ligands from both ticks and humans.
The in vitro interactions of OspC with human fibrinogen and Iric proteins, homologues
of Salpl5 (Salivary Gland Protein 15), present in tick saliva were analyzed using MST
technology, which enabled a precise assessment of these interactions.

The obtained research results revealed new interactions between OspC and
fibrinogen, and the values of Kq binding constants at the nanomolar level indicated their
strong affinity. Based on SAXS data, a spatial model of the OspC-fibrinogen complex
was proposed. Interactions of OspC with Iric proteins were also confirmed and a binding
site for the Iric protein by OspC was proposed. The developed protocols
for the production of OspC and Iric proteins made it possible to obtain high-quality
protein preparations, also used for structural studies. Although crystallization screening
tests did not result in the production of an OspC-Iric protein complex, the OspC structure
from Borrelia garinii added a new Borrelia species to the database. The optimizations
carried out during the presented research may contribute to further attempts to crystallize
the above complex.

These results provide valuable information on the diversity of OspC proteins,
their structure and interactions with various ligands, which is crucial for understanding

the mechanisms of Lyme disease pathogenesis. These discoveries may contribute
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to the development of effective preventive and therapeutic methods, constituting
an important contribution to the dynamically developing research on Lyme disease and

its pathogens, and also highlight the need to continue further research in this area.
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