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1. Wstep

1.1. Wprowadzenie

Rozwdj cywilizacyjny, towarzyszgce mu zmiany srodowiska naturalnego
oraz ocieplanie klimatu powodujg, ze terytoria zasiedlane przez niektore
organizmy przenoszgce grozne patogeny systematycznie ulegajg poszerzeniu.
Sposrod wszystkich wiruséw, bakterii i pierwotniakdw wywotujgcych nowo
pojawiajgce sie i nawracajgce choroby zakazne (ang. emerging/re-emerging
infectious diseases) okoto jedna trzecia efektywnie rozprzestrzenia sie jedynie z
udziatem nosiciela zwanego tez wektorem [1]. Zgodnie z przyjetg definicjg
nosicielami zwane sg organizmy zasiedlane przez patogeny bedgce czynnikiem
sprawczym danej jednostki chorobowej, u ktorych nie wystepujg symptomy tej
choroby. W przypadku choréb zakaznych zdecydowanie najliczniejszg grupe
wektoréw stanowig stawonogi, szczegoélnie komary (np. Anopheles, Culex,
Aedes, Ochlerotatus) oraz kleszcze nalezgce gtownie do rodziny kleszczy
twardych Ixodidae (np. Hyalomma, Haemaphysalis, Ixodes, Amblyomma,
Rhipicephalus, Dermacentor). Komary sg wektorami drobnoustrojow
wywotujgcych takie choroby jak malaria, gorgczka Zachodniego Nilu, denga,
czy tez zoita febra, kleszcze natomiast sg wektorami patogenéw wywotujgcych
m. in. borelioze, kleszczowe zapalenie mozgu, babeszjoze, anaplazmozy oraz
erlichioze [2]. Do grona wektorow przenoszacych grozne choroby nalezy takze
zaliczy¢ muchy tse-tse (Glossina spp.), moskity (Phlebotominae), owady z
rodziny meszkowatych (Simuliidae) i kuczmanowatych (Culicoides), wszy
(Pediculus humanus), pchty (Pulex, Xenopsylla, Ctenocephalides, Tunga) oraz
pluskwiaki (Triatoma) [1].

Pomimo iz wiekszo$¢ zgondéw =z powodu infekcji chorobami
rozprzestrzenianymi przez wektory nastepuje wskutek zachorowan na malarie
roznoszong przez komary, to jednak kleszcze w ostatnich dziesiecioleciach
spowodowaty najwiekszg liczbe infekcji wsrdd ludzi i zwierzgt na terenie Eurazji
i Ameryki Poétnocnej [3]. Przyczyn takiego stanu rzeczy mozna upatrywaé w
nastepujgcych zjawiskach: ociepleniu klimatu, wzro$cie populacji dzikich
zwierzat stanowigcych rezerwuar patogennych drobnoustrojow, a takze rozwoju

turystyki na terenach lesnych. Zaobserwowano, ze kleszcze wystepujg juz nie
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tylko w lasach i na polach, ale rowniez na terenach parkéw srodmiejskich [4,5].
Wymienione zjawiska powodujg staty przyrost liczby kleszczy oraz poszerzanie
zasiedlanych przez nie obszaréow. W rezultacie wzrasta prawdopodobienstwo
ukaszenia cztowieka przez te roztocza.

Kleszcze sg wektorami wielu patogenow, w tym kretkdbw z rodzaju
Borrelia. Bakterie te sg przyczyng boreliozy - najczesciej wystepujgcej choroby
przenoszonej przez wektory w strefie klimatu umiarkowanego pétkuli pétnocne;.
Liczba nowych przypadkow boreliozy w Stanach Zjednoczonych w latach 1992-
2006 ulegta podwojeniu z okoto 10 do 20 tysiecy 0osob rocznie, podczas gdy we
wschodnich Niemczech zapadalnos¢ wzrosta z 17,8 w 2002 roku do 31,7
przypadkow na 100 000 mieszkancéw w 2009 roku [6,7]. W catej Europie notuje
sie co roku powyzej 85 tysiecy nowych przypadkéw infekcji tym patogenem [8].
Niepokojgce dane dotyczgce zapadalnosci na borelioze wsréd ludnos$ci polskiej
publikuje réwniez Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego, ktory wskazuje na
gwattowny wzrost liczby zachorowan w latach 1998 — 2014 (Rycina 1.1.).
Stwierdzono, iz obecnie borelioza jest w Polsce najdynamiczniej rozwijajgcg sie

chorobg zakazng [9].

40 -
36,0

35 - 33,1
30 1 27.1
) | 23,6 238 5y g
20 - 175

15 4

10 -

Liczba przypadkdéw na 100 tys. osob

9 D 4 H O 0 N 9 B Wk
Q¥ O o O NN AN N N
SO L R R P AP

Lata

Rycina 1.1. Zapadalnosé na borelioze w Polsce w latach 1998 — 2014 (wg Narodowego
Instytutu Zdrowia Publicznego) [10].
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Biorgc pod uwage powyzsze dane stwierdzic mozna, iz problem
powstrzymania dalszej ekspansji boreliozy staje sie coraz powazniejszym
wyzwaniem. Istnieje zatem potrzeba opracowania skutecznych strategii

prewencji i leczenia tej choroby.

1.2. Pasozytniczy tryb zycia kleszcza

Kleszcz to obligatoryjny pasozyt zewnetrzny, zywigcy sie krwig
kregowcow lgdowych. Nalezy on do gromady pajeczakow, podgromady
roztoczy. Dotychczas scharakteryzowano ponad 800 gatunkow kleszczy,
jednakze wydaje sie, ze tylko czes¢ z nich (nalezgce do rodzaju Ixodes,
Rhipicephalus, Dermacentor, Hyalomma, Haemaphysalis oraz Ornithodoros)
moze przenosi¢ czynniki chorobotworcze na ludzi. Zaréwno w Polsce, jak i w
catej Europie dominujgcym gatunkiem kleszcza jest Ixodes ricinus, w Ameryce
Poétnocnej przewazajg |. scapularis oraz |. pacificus, natomiast w Azji wystepuje
gtéwnie I. persulcatus. Roztocza te sg wektorami dla wielu patogendéw, w tym
miedzy innymi kretkéw z rodzaju Borrelia, ktérych krgzenie w przyrodzie jest

Scisle powigzane z cyklem rozwojowym kleszcza [11,12].

1.2.1. Cykl rozwojowy kleszcza

Cykl rozwojowy kleszczy twardych (Ixodidae) trwa zazwyczaj okoto 2-3
lat (Rycina 1.2). Dtugos¢ jego poszczegdlnych faz zmienia sie wraz z regionem
i warunkami srodowiskowymi oraz zalezy od wystepowania gospodarza,
dlatego tez w skrajnych przypadkach, w swoim siedlisku kleszcze mogg

przetrwaé w stanie wygtodzenia nawet do kilku lat [12].
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Rycina 1.2. Cykl rozwojowy kleszcza I. ricinus.
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W cyklu rozwojowym kleszcza wystepujg 4 nastepujgce po sobie fazy
rozwojowe: jajo oraz 3 stadia pasozytnicze (larwa, nimfa oraz osobniki doroste -
samiec i samica). Bedgc w danym stadium rozwojowym kleszcz zywi sie tylko
raz, a nastepnie przechodzi przeobrazenie. Wyjatek stanowi samica, ktora w
momencie odczepienia od gospodarza przed ukonczeniem ssania krwi (proces
ten trwa do 12 dni), jest w stanie ponowi¢ zerowanie nawet po kilku dniach.
Warunkiem do tego, aby samica byta w stanie catkowicie wypetni¢ jelito krwig
jest zaptodnienie przez samca. Moze ona wtedy nawet 100-krotnie zwiekszyc¢
mase ciata. Po zakonczeniu zerowania samica odczepia sie od gospodarza i
sktada jaja, po uprzednim znalezieniu miejsca o odpowiedniej wilgotnosci (np. w
norach, jamach czy tez w warstwie podsciétki). Sktadanie jaj moze trwacé
nieprzerwanie nawet do kilku tygodni, po czym wycienczona samica umiera
[12].

Ze wzgledu na miejsce, w ktorym kleszcze wyczekujg na ofiare i
przeobrazajg sie mozna je podzieli¢ na dwie grupy: i) przebywajgce gtownie w
miejscu bytowania gospodarza (w norze lub gniezdzie, np. I. lividus i I.
crenulatus) oraz ii) wyczekujgce na gospodarza na otwartej przestrzeni (w
lasach lub na tgkach, np. I. ricinus, |. scapularis, I. persulcatus). Kleszcze
polujgce na otwartych terenach zazwyczaj wspinajg sie na rosliny, eksponujgc
pierwszg pare odnodzy, ktére reagujg na bodzce mechaniczne oraz zawierajg
receptory rejestrujgce sygnaty cieplne i chemiczne wysytane przez ofiare.
Roztocze przyczepiajg sie do zwierzecia, gdy znajdzie sie ono wystarczajgco
blisko lub w przypadku braku bezposredniego kontaktu fizycznego, podchodzg

w kierunku potencjalnego gospodarza [12,13].

1.2.2. Zdolnos¢ kleszcza do supresji systemow obronnych gospodarza

Adaptacja kleszczy do odzywiania sie krwig nastgpita miedzy innymi
wskutek ewolucji komponentow znajdujgcych sie w Slinie pasozyta. Aby z
sukcesem ukonczyC zerowanie, ktore trwa nawet do kilkunastu dni, kleszcze
muszg przeciwdziata¢ reakcjom zachodzgcym w organizmie gospodarza w
odpowiedzi na naruszenie jego homeostazy. W tym celu gruczoty Slinowe

pasozytow produkujg ogromne ilosci zwigzkow biologicznie czynnych, ktére
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majg dziatanie przeciwbolowe, przeciwzakrzepowe, rozkurczajgce naczynia
krwionosne, przeciwzapalne i immunomodulujgce [14-16]. Wymienione
powyzej substancje, produkowane przez kleszcze podczas zerowania
prowadzg do wytworzenia w okolicy miejsca ukgszenia strefy ,immunologicznie
uprzywilejowanej” [17,18]. Z dziatania tych substancji korzystajg rowniez
patogeny przenoszone przez kleszcze, ktorym utatwiajg one transfer pomiedzy
wektorem i gospodarzem. Udowodniono, ze zwigzki produkowane przez
gruczoty $linowe kleszcza wzmagajg wnikanie miedzy innymi: (i) wirusa
Thogoto [19] oraz Theileria parva [20], ktdére przenoszone sg przez
Rhipicephalus appendiculatus; (ii) wirusa kleszczowego zapalenia mézgu [21]
oraz Francisella tularensis [22], przenoszonych przez |I.ricinus; (iii) wirusa
pecherzykowego zapalenia jamy ustnej przenoszonego przez Dermacentor
reticulatus [23]; a takze (iv) Anaplasma phagocytophilum [24] i B. burgdorferi
przenoszonych przez |. scapularis [25] oraz I. ricinus [26,27].

Bol i swedzenie to reakcja organizmu gospodarza na naruszenie powitoki
ciata. Zerujgcy kleszcz zdolny jest do niemal catkowitego zniesienia tej reakg;ji
[28]. Jednym z pierwszych mediatorow bdlu jest ATP uwalniany z
uszkodzonych komérek. Aktywuje on neutrofile, ktére zbierajg sie w miejscu
uszkodzenia tkanki, a nastepnie podlegajg degranulacji. Wykazano, ze $lina
kleszczy zawiera enzymy degradujgce ATP [29]. Obok ATP, reakcje bolowg
inicjujg rowniez histamina, serotonina oraz bradykinina, ktore sg uwalniane
przez komorki w odpowiedzi na uszkodzenie tkanek [30]. Dowiedziono, ze
bradykinina jest degradowana przez wystepujgcg w Slinie kleszcza proteaze
zwang kininazg [31]. Natomiast serotonina i histamina moze by¢ neutralizowana
przez biatko SHBP (ang. serotonin and histamine binding protein), ktére zostato
zidentyfikowane u kleszczy z rodzaju Dermacentor [32].

W procesie gojenia sie rany bardzo wazng role odgrywa reakcja zapalna.
W jej inicjacji uczestniczg znajdujgce sie w warstwie naskorka i skorze
wiasciwej leukocyty, ktore stanowig pierwszg linie obrony w miejscu ugryzienia
przez kleszcza. Uwalniajg one mediatory reakcji zapalnej oraz substancje
chemotaktyczne przyciggajgce neutrofile. Te z kolei prowadzg fagocytoze
drobnoustrojow, przyczyniajg sie do przebudowy istoty pozakomorkowej i
tworzenia nowych naczyh krwionosnych oraz nabtonkéw [33]. Kleszcze

modulujg  przycigganie  neutrofilbw  poprzez  wigzanie = czynnikow
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chemotaktycznych, hamowanie produkcji i aktywacji wolnych rodnikow
tlenowych i tlenku azotu, a takze obnizenie ekspresji integryn i adhezyn
niezbednych do migracji neutrofilbw przez naczynia krwionosne [34-37].
Wydzielana przez pasozyta slina hamuje takze angiogeneze oraz przebudowe
macierzy zewnatrzkomorkowej, nie dopuszczajgc do zagojenia sie rany. W
rezultacie zmniejsza sie mozliwos¢ odrzucenia kleszcza (ang. tick rejection)
[30,38,39].

Kleszcz kontroluje reakcje zapalng oraz odpowiedz immunologiczna,
takze poprzez modulacje dziatania cytokin, ktére wptywajg miedzy innymi na
migracje komorek krwi do odpowiednich tkanek [30]. Wykazano, ze ekstrakt
gruczotéw Slinowych kleszcza hamuje wydzielanie przez makrofagi oraz
komoérki dendrytyczne cytokin wywotujgcych zapalenie (IL-1, IL-2, IL-12 i TNF-
a) [40-42]. Kleszcze produkujg rowniez cate spektrum innych zwigzkéw
blokujgcych dziatanie cytokin chemotaktycznych. Zwigzki te powstrzymujg
naptyw leukocytéw do miejsca ugryzienia i w rezultacie hamujg rozwoj reakc;ji
zapalnej [43,44].

Inne wazne mechanizmy obronne gospodarza, z ktérymi muszg uporac
sie kleszcze sg zaangazowane w utrzymanie hemostazy. W tym celu pasozyty
produkujg szereg substancji rozszerzajgcych naczynia krwionosne, hamujgcych
agregacje ptytek krwi oraz zapobiegajgcych krzepnieciu krwi [34,45]. Aby
uzyskac efekt wazodilatacji, czyli rozkurczu miesni gtadkich w Scianie naczyn
krwionosnych, kleszcze produkujg zwigzki niebiatkowe takie jak prostaglandyny
PGE2 i PGF2a [46] oraz prostacykliny [47], a takze biatko tHRF (ang. tick
histamine release factor) [48] i inhibitory proteaz serynowych [49].
Prostaglandyny PGE2 i PGF2a dodatkowo podnoszg cisnienie przeptywu krwi
w kapilarach, co w potgczeniu z wiekszg przepuszczalnoscig naczyn skutkuje
intensywniejszym naptywem krwi do tkanki w miejscu ugryzienia,
umozliwiajgcym kleszczowi efektywniejsze zerowanie [30]. Kaskada krzepniecia
krwi jest przez kleszcza zahamowana przez wydzielanie inhibitoréw proteaz
(inhibitory typu Kunitza), biatek z rodziny Salp9 i Salp14, czy tez substancji
wigzgcych trombine i czynnik Xa [30,50]. Aktywacja ptytek krwi jest blokowana
przez zwigzki takie jak apyraza, ktéra hydrolizuje niezbedne dla agregacii
trombocytow ADP i ATP, czy tez dezintegryny zapobiegajgce wigzaniu sie
fibrynogenu z ptytkami krwi [51].
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Niezwykle istotnym dla efektywnego zerowania kleszcza jest wyciszenie
u gospodarza systemu dopetniacza. Proces ten zapewnia dodatkowe korzysci
dla przenoszonych przez kleszcza patogenow, ktére nie sg zwalczane przez
system odpornosciowy, dzieki czemu mogg rozpoczgc¢ zasiedlanie organizmu
[35]. Uktad dopetniacza stanowi jeden z wrodzonych mechanizmoéw obrony
przed roznorodnymi czynnikami, np. drobnoustrojami. System ten tworzony jest
przez szereg biatek biorgcych udziat we wspomaganiu fagocytozy, kontroli
reakcji zapalnej oraz eliminacji czynnikow szkodliwych [52,53]. Jednym z
pierwszych scharakteryzowanych u kleszcza biatek modulujgcych alternatywne
dziatanie dopetniacza jest ISAC (ang. |. scapularis anticomplement) [54]. Jego
dziatanie jest podobne do efektu wywotywanego przez czynnik CHF (ang.
Complement Factor H) oraz DAF (ang. decay accelerating factor), ktore blokujg
aktywacje dopetniacza poprzez destabilizacje konwertazy C3 - enzymu
ktore wykazuje dziatanie podobne do ISAC jest Salp20 zidentyfikowane u I.
scapularis [55]. Natomiast u I. ricinus odkryto homologiczne biatka — IRAC1 i
IRAC2, ktére rowniez hamujg alternatywng sciezke ludzkiego dopetniacza, a
mechanizm ich dziatanie jest zblizony do obserwowanego dla wyzej
wymienionych biatek ISAC oraz Salp20 [56,57]. Okazuje sie, ze rowniez
Sciezka lektynowa moze by¢ zatrzymana przez kleszcze na jej poczgtkowym
etapie za posrednictwem biatka TSLPI (ang. tick salivary lectin pathway
inhibitor). Czgsteczka ta, zidentyfikowana u |. scapularis, blokuje dopetniacz
poprzez L-fikoling, ktdra inicjuje $ciezke lektynowg [58].

Pomimo tego, ze kleszcze potrafig skutecznie wyciszaé odpowiedz
systemu immunologicznego gospodarza, u niektorych zwierzat powstaje nabyta
odpornos¢ na kolejne ataki tego pasozyta. Powstaje ona pod wplywem
powtarzajgcych sie ugryzien. Zjawisko to zaobserwowano u $winek morskich
oraz niektorych ras bydta. U zwierzat tych kilkukrotne ukgszenie przez wybrane
gatunki kleszczy skutkowato wytworzeniem odpowiedzi immunologicznej, ktéra
znacznie zmniejszyta ilos¢ pobranej krwi oraz zredukowata liczbe
pasozytujgcych roztoczy [59,60]. Sugeruje sie tez, ze efekt ten ma bezposredni
wptyw na zmniejszenie liczby przekazywanych przez kleszcza patogenow,
poniewaz kroliki po ugryzieniu przez niezainfekowane kleszcze D. andersoni,

wykazywaty odpornos¢ na infekcje F. tularensis, przy kolejnym Zzerowaniu
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roztoczy zarazonych tg bakterig [61]. W podobny sposéb zmniejszono
podatnos¢ na zakazenie kretkami B. burgdorferi u swinek morskich, ktore byty
odporne na kleszcze, a takze u myszy niewykazujgcych tego rodzaju
odpornosci. Ssaki te byly wczesniej kilkukrotnie poddane ugryzieniom nimf
I. scapularis niezainfekowanych bakterig [62,63]. Zjawisko nabytej odpornosci
na kleszcze i choroby odkleszczowe prawdopodobnie wystepuje tez u ludzi. Na
podstawie 14-letnich badan ludzi pochodzgcych z terenéw endemicznego
wystepowania boreliozy pokazano, ze osoby, ktdére wykazywaty podwyzszong
wrazliwos¢ (ang. cutaneous hypersensitivity) na ugryzienia kleszczy byty mniej
podatne na rozwdj infekcji B. burgdorferi [64]. Powyzsze obserwacje sugeruja,
ze zerowanie kleszcza moze wywotywaé u gospodarza odpowiedz
immunologiczng, ktéra neutralizuje dziatanie sliny kleszcza i obniza ryzyko
zakazenia patogenami przenoszonymi przez te roztocza. Hipoteza ta znalazta
potwierdzenie w badaniu histologicznym, w ktérym poréwnano tkanki pobrane
od osobnika po jednym oraz dwoch ukgszeniach kleszcza |I. scapularis.
Okazato sie, ze w tkance pobranej z miejsca pierwszego ukgszenia byta
obecna niewielka liczba komorek uczestniczgcych w reakcji zapalnej, natomiast
w tkance z miejsca drugiego ukgszenia ilos¢ tych komorek byta wielokrotnie

wieksza [65].
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1.3. Borrelia burgdorferi - patogen przenoszony przez kleszcze

1.3.1. Ogdlna charakterystyka B. burgdorferi

Bakterie nalezgce do rodzaju Borrelia mozna podzielic na 3 grupy
filogenetyczne: grupa kretkow wywotujgcych borelioze, okreslana wspolnym
mianem Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.) lub jako grupa LB (ang. Lyme
borreliosis), bakterie bedgce przyczyng duru powrotnego — grupa RF (ang.
relapsing fever), np. B. miyamotoi i B. lonestari, a takze niedawno opisana
grupa REP (ang. reptile associated borreliae), ktéra wystepuje u gadow i jest
przenoszona przez kleszcze z rodzaju Amblyomma oraz Hyalomma, np.
B. turcica [66,67].

Dotychczas poznano ponad 20 gatunkdéw bakterii nalezgcych do grupy
B. burgdorferi s.I. Co najmniej osiem sposréd nich stanowig gatunki patogenne
dla cztowieka: B. burgdorferi sensu stricto (s.s.), B. garinii, B. afzelii, B.
lusitaniae, B. valaisiana, B. bissettii, B. spielmanii i B. bavariensis [66,68]. Na
terenie Stanow Zjednoczonych dominujg bakterie B. burgdorferi sensu stricto
(s.s.), podczas gdy w Europie scharakteryzowano co najmniej 9 gatunkéw
endemicznych Borrelia: B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. garinii, B. bavariensis,
B. valaisiana, B. lusitaniae, B. spielmanii, B. bissettii, oraz B. finlandensis. W
Azji Wschodniej oraz Centralnej wystepujg zasadniczo te same gatunki co w
Europie, oprécz B. lusitaniae, ktérg do tej pory znaleziono wytgcznie na terenie
Azji Zachodniej. Patrzgc globalnie, zréznicowanie genetyczne B. burgdorferi s.I.
w Europie i w Azji jest znacznie wieksze niz wsrod gatunkéw wystepujgcych na
terenie Ameryki Poinocnej [66]. Ostatnie badania wskazujg, ze w Polsce
wystepujg przede wszystkim trzy grozne dla cztowieka gatunki: B. garinii, B.
burgdorferi s.s. oraz B. afzelii [69,70].

Kretki B. burgdorferi s.I. (zwane dalej B. burgdorferi) tworzg grupe
mikroaerofilnych bakterii, ktére w zaleznosci od cyklu zyciowego sg pasozytami
zewnatrz- lub wewnagtrzkomorkowymi. Ich komorki sg wydtuzone, silnie
skrecone i otoczone dwiema btonami komodrkowymi, ktérych budowa jest
odmienna od bton charakterystycznych dla bakterii Gram-ujemnych (Rycina
1.3).
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Rycina 1.3. Zdjecie bakterii Borrelia burgdorferi s.s. wykonane z wykorzystaniem
mikroskopii w ciemnym polu.

Powiekszenie 400-krotne (Za zgodg Centers for Disease Control and Prevention's Public Health
Image Library (PHIL), numer identyfikacyjny #6631).

Zewnetrzna btona komoérkowa posiada w swojej strukturze stosunkowo
niewielkg ilos¢ biatek transbtonowych i jest pozbawiona stabilizujgcych
membrane  lipopolisacharyddw. Cechuje jga  natomiast obecnosé
niskoczgsteczkowych glikolipidow oraz przede wszystkim bardzo duza ilos¢
lipoprotein (ang. outer surface lipoproteins). Biatka te sg niezwykle istotne dla
wirulencji B. burgdorferi, umozliwiajgc oddziatywania z wektorem i z
gospodarzem oraz kolonizacje tych organizméw [71,72]. Ponad 130
produkowanych przez bakterie lipoprotein jest obiektem intensywnych badan,
szczegolnie wsrdd naukowcdw zajmujgcych sie opracowywaniem szczepionki
przeciwko temu patogenowi. Do dzi$ nie jest poznany sposob, w jaki bakteria
kieruje lipoproteiny na powierzchnie zewnetrznej btony komérkowej. Uwaza sie,
ze centralnym elementem biorgcym udziat w tym procesie jest ortolog biatka
BamA (ang. B-barrel assembly machinery A) - BB0795. Wykazano bowiem, ze

mutanty pozbawione BBO0795 posiadajg znacznie mniejszg ilos¢ biatek
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zewnetrznej btony komodrkowej takich jak p66, BesC oraz BB0405, a takze
obnizong liczbe lipoprotein powierzchniowych — OspA i CspA [73].

Borrelia posiada genom, ktérego organizacja jest niespotykana u
zadnego innego rodzaju bakterii [74]. Jest on silnie posegmentowany i
niestabilny. W cyklu zyciowym B. burgdorferi, DNA plazmidowy odgrywa réwnie
wazng role co chromosom bakteryjny. Co ciekawe plazmidowy DNA wystepuje
zarowno w formie kolistej, jak i liniowej, a liczba tego typu czgsteczek w
zalezno$ci od gatunku waha sie od 13 do 21, co stanowi do 40% catego
genomu. Podczas gdy konserwatywny chromosom o wielkosci okoto 1000 kpz
koduje geny odpowiedzialne za podstawowy metabolizm kretka, wydaje sie, ze
wysoce zmienne geny plazmidowe, o sumarycznej wielkosci 600 kpz,
warunkujg jego wirulencje [75]. Na podstawie dotychczasowych badan
przypuszcza sie, ze genom B. burgdorferi nie koduje genéw odpowiedzialnych
za produkcje, czy tez sekrecje zwigzkdéw toksycznych. Wydaje sie zatem, Ze
uszkodzenia tkanek zwigzane z rozwojem boreliozy sg wywotane reakcjg
zapalng powstatg w organizmie gospodarza [76].

Bakterie B. burgdorferi sg rozprzestrzeniane wsréd ludzi gtownie za
posrednictwem czterech gatunkéw kleszczy: . ricinus, I. scapularis, |. pacificus
oraz |. persulcatus [77]. Oprocz tego, kretki te zostaty wykryte u innych
gatunkéw kleszczy oraz niektérych gatunkéw komarow, pchet oraz much
konskich [78,79]. W Polsce kretki boreliozy przenoszone sg gtéwnie przez
dominujgcego na terenie Europy kleszcza I. ricinus.

Wiekszos¢ badan wskazuje, ze B. burgdorferi nie przedostaje sie do jaj
ztozonych przez zainfekowang kretkiem samice kleszcza (nie wystepuje
transfer bakterii na drodze transowarialnej) [80,81]. Oznacza to, ze larwa
kleszcza, czyli jego pierwsze stadium rozwojowe, po wylegnieciu sie z jaja nie
jest zarazone kretkami. Do zasiedlenia roztocza dochodzi w trakcie ssania krwi
zakazonego kregowca, ktory jest rezerwuarem bakterii. Nastepnie kretki mogag
pozostawa¢ w kleszczu podczas jego przeobrazeh do kolejnych form
rozwojowych - nimfy i postaci dorostej [77].

Kompetentny rezerwuar B. burgdorferi stanowig kregowce, ktére pomimo
bytujgcej w nich bakterii nie wykazujg symptomow zakazenia takich jak stany
zapalne narzadow wewnetrznych, czy tez ukfadu ruchu. Innymi stowy sg to

zwierzeta, u ktérych kretki boreliozy nie sg zwalczane przez uktad
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immunologiczny, dzieki czemu mogg namnazac sie w organizmie gospodarza,
pozostajgc praktycznie ,niezauwazonymi”’. Jednym z mechanizmow, ktére
umozliwiajg B. burgdorferi ukrycie sie przed ukfadem odpornosciowym
gospodarza jest produkcja biatek powierzchniowych CRASP (ang. complement
regulator-acquiring surface proteins), ktére blokujg ukfad dopetniacza. Biatka
CRASP uniemozliwiajg uruchomienie alternatywnej Sciezki dopetniacza poprzez
dezaktywacje konwertazy C3 [66,82]. Dzieki temu B. burgdorferi moze
kontynuowa¢ swoj cykl zyciowy, zakazajgc kolejne pokolenia kleszczy
odzywiajgcych sie krwig zwierzat. W Ameryce Podtnocnej rezerwuarem
B. burgdorferi jest gtébwnie mysz Peromyscus leucopus, natomiast w Europie
stanowig go myszy, szczury, wiewiorki, jeze oraz liczne gatunki ptakéw [83].
Kompetentnym rezerwuarem dla kretkow Borrelia mogg by¢ rowniez wigksze
ssaki takie jak borsuki i lisy w Europie, a takze szopy oraz oposy w Ameryce
Poétnocnej [84,85]. Wydaje sie, ze istotng role w rozprzestrzenianiu B.
burgdorferi odgrywajg wedrowne ptaki, ktére mogg przenosi¢ na dlugie
dystanse zarowno kretki jak i zainfekowane bakterig kleszcze [86]. Duze ssaki
kopytne nie stanowig kompetentnego gospodarza dla kretkdw, poniewaz
bakteria ta jest zwalczana przez ukfad dopetniacza tych zwierzat. Jednakze
odgrywajg one istotng role w zakazaniu kleszczy [83].

Cykl zyciowy B. burgdorferi przebiega w dwdch odmiennych typach
organizmow: w wektorze-stawonogu oraz gospodarzu-kregowcu. Transfer
bakterii z wektora do gospodarza, a nastepnie ponowne nabycie kretka przez
kleszcza wymaga przystosowania sie tego mikroorganizmu do réznych
srodowisk poprzez odpowiednie reagowanie na bodzce i wynikajgce z niego
zmiany w ekspresji genow. Wydaje sie, ze genom Borrelia koduje zaledwie dwa
dwusktadnikowe systemy przekazywania sygnatow Hk1-Rrpl oraz Hk2-Rrp2
(oprocz systemu CheA-CheY uczestniczgcego w chemotaksiji), a takze dwa
alternatywne czynniki transkrypcyjne: RpoS (o°) i RpoN (g°%). Biatko Rrp2 (ang.
response regulatory protein 2) oraz RpoN (ang. RNA polymerase factor N)
aktywujg transkrypcje rpoS. Z kolei RpoS (ang. RNA polymerase factor S)
funkcjonuje, jako regulator gendéw wirulencji uruchamianych w fazie
stacjonarnej, tuz przed transferem kretkdbw z kleszcza do gospodarza (m. in.
ospC, dbpA/B, bbk32) [87,88]. Sciezka Hk2-Rrp2 oraz czynniki RpoN i RpoS sg

niezbedne do przedostania sie B. burgdorferi z wektora do organizmu kregowca
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oraz do zainicjowania infekcji gospodarza. Ostatnie badania wskazuja, ze
czynnik transkrypcyjny BosR (ang. Borrelia oxidative stress regulator; znany
rowniez jako Fur) jest rowniez niezbedny do ekspresji rpoS, prawdopodobnie
poprzez przytgczanie sie w jego rejonie promotorowym [89,90]. Co wiecej,
postuluje sie, ze w regulacje ekspresji rpoS zaangazowane sg rowniez mate
niekodujgce RNA - DsrAsb, represor BadR (ang. Borrelia host adaptation
regulator), lipoproteina VraA (ang. virulent strain-associated repetitive antigen
A, zwana rowniez BBI16), chaperon RNA — Hfq oraz wigzgce RNA biatko CsrA
[91-95].

Regulator odpowiedzi Rrp1, ktéry jest jedyng posiadang przez kretka
cyklazg guanylowa, produkuje czgsteczke sygnatowg — cykliczny dimeryczny
GMP (c-di-GMP), uczestniczacg w ekspresji gendéw utatwiajgcych adaptacje
bakterii do warunkéw panujgcych w przewodzie pokarmowym Zzerujgcego
kleszcza. W badaniach z wykorzystaniem mutantéw delecyjnych B. burgdorferi
wykazano, ze $ciezka Hk1-Rrpl nie jest potrzebna bakterii do infekcji
kregowca, jest natomiast niezbedna do przetrwania w organizmie kleszcza.
Wydaje sie, ze powodem wymierania w jelicie kleszcza mutantow
pozbawionych rrpl moze by¢ zmniejszona ruchliwos¢ komoérek, a takze
niezdolnos¢ do wykorzystania czgsteczek glicerolu, chitobiozy oraz N-
acetyloglukozaminy, ktére stanowig dla bakterii alternatywne zrédto energii w
nieaktywnym kleszczu. Wykazano bowiem, Zze ekspresja genow petnigcych
wyzej wymienione funkcje jest zalezna od Rrp1 [96-98].

W jelicie ssgcego krew kleszcza, na etapie migracji kretkdw z kleszcza
do gospodarza aktywne sg obydwie Sciezki Hk1-Rrpl oraz Hk2-Rrp2, co
oznacza, ze dochodzi do wymiany sygnatéw (ang. crosstalk). Wykazano, ze
biatko PIzA, ktére jest jedynym znanym receptorem dla c-di-GMP, taczy
obydwie Sciezki poprzez koordynacje odpowiedzi na rézne sygnaty i moduluje w
ten sposéb ekspresje gendw wirulencji. Wydaje sie zatem, ze Borrelia reguluje
ekspresje genow, wykorzystujgc bardzo efektywnie swodj stosunkowo prosty

system przekazywania sygnatéw [93].
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1.3.2. Zasiedlanie kleszcza przez B. burgdorferi

W cyklu zyciowym B. burgdorferi kretki namnazajg sie w organizmie
kompetentnego gospodarza, a nastepnie przedostajg sie wraz z krwig do jelita
zerujgcego kleszcza. Bakterie mozna wykry¢ w jelicie kleszcza juz po 24
godzinach od momentu ugryzienia przez kleszcza [99]. Dotychczas nie
poznano sposobu, w jaki kretek unika strawienia w jelicie, a takze omija
mechanizmy odpornosciowe kleszcza. Dowiedziono natomiast, ze w miejscu
ugryzienia, komorki skory produkujg hormony stresu — adrenaling i
noradrenaline, ktére indukujg u B. burgdorferi produkcje biatka
powierzchniowego OspA (ang. outer surface protein A) [100]. Geny ospA oraz
ospB lezg w jednym operonie, a kodowane przez nie biatka stanowig
najliczniejszg grupe lipoprotein, wystepujgcych na powierzchni zewnetrznej
btony komodrkowej bakterii. W regulacji ekspresji obu gendw uczestniczg
alternatywne czynniki transkrypcyjne RpoN, i RpoS oraz aktywna sciezka Hk1-
Rrpl [101]. Wydaje sie, ze biatka OspA i OspB specyficznie wigzg sie z jelitem
kleszcza i sg niezbedne w jego kolonizacji. Kretki pozbawione biatka OspA, nie
sg w stanie zasiedli¢ kleszcza i sg ostatecznie wydalane z jelita wraz z
resztkami niestrawionej krwi [102]. Pokazano, ze zaréwno przeciwciata anty-
OspA, jak i anty-OspB, ktére wigzg sie z bakterig, ale jednoczesnie nie
prowadzg do jej Smierci, zapobiegajg przytagczaniu sie bakterii do tkanki jelita
[103,104]. Zademonstrowano rowniez, ze mutant B. burgdorferi pozbawiony
operonu 0sSpAB jest zdolny do zainfekowania myszy, w takim samym stopniu
jak typ dziki, jednakze nie jest on w stanie skolonizowac jelita I. scapularis i
ginie w ciggu 48 godzin, po zakonczeniu zerowania przez kleszcza [102]. Inna
grupa badaczy stwierdzita natomiast, ze chociaz OspA jest istotne dla przezycia
kretkow w jelicie kleszcza to jednak zaréwno OspA, jak i OspB nie sg konieczne
dla przetrwania bakterii w kleszczu, podczas jego przeobrazenia z larwy do
nimfy [105]. Oprécz funkcji adhezyny bakteryjnej, umozliwiajacej przywieranie
do komorek nabtonka jelitowego kleszcza, OspA wigze plazminogen, co uftatwia
bakterii penetrowanie tkanek kleszcza i rozprzestrzenianie sie w jego
organizmie [106,107]. Co wiecej, sugeruje sie, ze OspA chroni bakterie w jelicie

kleszcza przed naptywajgcymi wraz z krwig przeciwciatami gospodarza, ktére
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rozpoznajg konserwatywne biatka kretka, takie jak p66 oraz p13 [105]. Z drugiej
strony, wydaje sie, ze ta ochrona wynika réwniez z wigzania sie OspA z jego
receptorem, czy tez z plazminogenem. Wigzanie sie tych dwdch biatek na
powierzchni borrelii za posrednictwem OspA tworzy swoisty ,ptaszcz”, ktory
ostania bakterie przed dostepem przeciwciat [106,108].

Naturalnie wystepujgca forma OspA skitada sie z 273 reszt
aminokwasowych i ulega lipidacji w miejscu N-koncowej cysteiny. Dotychczas
uzyskano wylgcznie krysztaty biatka OspA w kompleksie z mysim
przeciwciatem monoklonalnym. Badania krystalograficzne [109,110], a takze
badania NMR [111-113] oraz SAXS [114] (ang. small-angle X-ray scattering)
biatka OspA wskazujg, ze czgsteczka ta ma nietypowg strukture, na ktérg
skltada sie 21 antyréwnolegle utozonych nici tworzgcych harmonijke B oraz
jedna krotka helisa a ulokowana na koncu karboksylowym (Rycina 1.4.).
Centralnie potozony, jednowarstwowy arkusz 3 fgczy dwie globularne domeny z
aminowego oraz karboksylowego konca biatka. Na podstawie struktury OspA
stwierdzono, ze biatko to posiada potencjalng kieszen wigzacg ligand (LBP,
ang. ligand binding pocket) w domenie B-beczutki potozonej w poblizu konca
karboksylowego. Skfada sie ona z trzech natadowanych reszt aminokwasowych
— Arg-139 z nici 10, Glu-160 z nici 12 i Lys-189 z nici 15, oraz hydrofobowej
wysciotki ztozonej z pieciu aminokwasow — Leu-167, Leu-178, Leu-187, Phe-
237 i lle-243. Badacze analizujgcy strukture OspA przypuszczajg, ze LBP
mogtaby stanowi¢ miejsce wigzania sie ligandu biatkowego poprzez
wyeksponowang petle posiadajgcg fadunki ujemne oraz hydrofobowy charakter
[109].
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Rycina 1.4. Struktura krystalograficzna OspA z B. burgdorferi (PDB ID: 10SP) [109].

Na rysunku zaznaczono potencjalng kieszen wigzacg ligand — LBP, skfadajgcg sie z trzech
natadowanych reszt aminokwasowych — Arg-139, Glu-160 i Lys-189 oraz z pieciu reszt
hydrofobowych (zaznaczono na zielono) — Leu-167, Leu-178, Leu-187, Phe-237 i lle-243.
Oprécz tego wyrézniono fragmenty OspA oddziatujgce z ekstraktem z jelita kleszcza: 85-103
(zaznaczono na zo6tto) oraz 229-247 (zaznaczono na turkusowo). W rejonie 229-247 dodatkowo
zakreslono mutacje substytucyjne aminokwasow Val-236 i Phe-237 oraz Thr-242, lle-243 i Thr-
244, ktére powodowaly znaczgce obnizenie wigzania sie mutantéw OspA z ekstraktem z jelit
kleszcza [115].
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Przypuszcza sie, ze znajdujgce sie w rejonie konca karboksylowego nici
B18-B20 (reszty aminokwasowe 229-247) zawierajg miejsce wigzania sie OspA
z jego receptorem (Rycina 1.4.) [115]. Pokazano miedzy innymi, ze mutacje
substytucyjne aminokwasow 236-237 (Val-Phe) oraz 242-244 (Thr-lle-Thr)
spowodowaty znaczgce obnizenie wigzania sie¢ mutantéw OspA z ekstraktem z
jelit kleszcza (TGE - ang. tick gut extract). Moze wynika¢ to z bezposredniego
zaangazowania wyzej wymienionych aminokwasow w wigzanie z receptorem
lub ze zmian konformacyjnych LBP [115]. Co ciekawe, reszty aminokwasowe
Phe-237 oraz lle-243 wchodzg w sktad LBP i w strukturze przestrzennej OspA
znajdujg sie obok siebie [109,110]. W kolejnym etapie badan wykazano, ze
oprocz peptydu OspA22e-247, fragment OspAss-103 rowniez wykazywat wysokie
powinowactwo do TGE. Wykazano jednak, ze peptyd OspAzz9-247 skuteczniej
konkurowat o wigzanie z TGE niz OspAss-103. Zademonstrowano réwniez, ze
biatka OspA wigzg sie ze sobg, co moze umozliwia¢ kretkom wzajemne
oddziatywanie i usprawni¢ kolonizacje jelita kleszcza [115]. W doswiadczeniu
tym OspA pochodzgce od B. burgdorferi 25015 (OspA2so1s) wigzato sie z OspA
wywodzgcego sie ze szczepu N40 (OspAnao). Co wiecej, tworzyly sie rowniez
homokompleksy biatek typu OspAzs015-OSpAzsois oraz  OsSpAnao-OSpAna4o.
Ponadto, dodatek biatka OspA spowodowat zwiekszenie liczby bakterii
B. burgdorferi zwigzanych z TGE. Fenomen ten moze czesciowo wyjasniac
agregacje kretkow w jelicie kleszcza w badaniach in vivo oraz in vitro [116—
118]. Z drugiej strony, obnizanie przez kretka ekspresji OspA podczas
zerowania kleszcza prawdopodobnie zapobiega ,zlepianiu sie” bakterii ze sobg,
co w rezultacie utatwia im przechodzenie do gruczotow slinowych roztocza
[115].

Najnowsze badania wskazujg, ze biatko OspA wigze sie réwniez z
ludzkim receptorem CD40 znajdujgcym sie na powierzchni komorek
nabtonkowych naczyh krwionosnych moézgu [119,120]. Wydaje sie, ze
oddziatywanie  OspA-CD40 moze mie¢ bezposredni zwigzek z
przedostawaniem sie neuroinwazyjnych gatunkow Borrelia przez bariere krew-
mdzg. Dowiedziono bowiem, ze OspAskr-7.1 pochodzgca z infekujagcego mdzg
szczepu B. bavariensis oddziatuje z CD40, podczas gdy w przypadku biatka
OspAskT-2 pochodzgcego z nie-neuroinwazyjnego szczepu B. burgdorferi s.s.

nie obserwowano takiego oddziatywania [120]. Wykazano, ze fragment OspA,
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ktory wigze sie z CD40 znajduje sie pomiedzy aminokwasami Asn-127 i Asp-
205, natomiast znajdujgce sie w tym rejonie reszty Asp-149, Phe-165, Ala-172,
Val-186 oraz Leu-192 uczestniczg bezposrednio w tworzeniu kompleksu OspA-
CD40 [119].

Receptorem dla lipoproteiny OspA jest biatko TROSPA (ang. tick
receptor for OspA), znajdujgce sie w przestrzeniach miedzykomorkowych i na
mikrokosmkach w jelicie kleszcza [108,121]. TROSPA jest glikoproteing,
zakotwiczong domeng transmembranowg w btonie komorek nabtonkowych.
B. burgdorferi wigze sie z receptorem TROSPA, co umozliwia jej kolonizacje
przewodu pokarmowego wektora. Bytujgce w jelicie kretki intensywnie
produkujg biatko OspA oraz réwnoczesnie indukujg znaczace zwiekszenie
produkcji TROSPA u kleszczy. Natomiast w trakcie Zzerowania roztocza,
ekspresja TROSPA stopniowo maleje i w tym samym czasie B. burgdorferi
rowniez obniza synteze OspA. Obydwie te zmiany najprawdopodobniej
przyczyniajg sie do odczepiania sie kretkdw od jelita kleszcza, co w kolejnych
etapach pozwala bakteriom na migracje do kolejnego gospodarza [99,108,122].
Pokazano, ze larwy oraz nimfy |. scapularis produkujg znacznie wieksze ilosci
TROSPA, niz doroste kleszcze. Fakt ten koreluje ze zmniejszong zdolnoscig
osobnikéw dorostych do wigzania w jelicie bakterii B. burgdorferi, a takze
rekombinowanego biatka OspA. Moze to oznaczaé, ze niski poziom TROSPA
jest wystarczajgcy dla podtrzymania populacji B. burgdorferi albo wystepujg
inne mechanizmy wigzania sie bakterii w jelicie dorostego kleszcza. Z drugiej
strony uwaza sie, ze najwazniejsza dla podtrzymania cyklu Zzyciowego
B. burgdorferi jest kolonizacja matych kompetentnych kregowcéw oraz
niedojrzatych form kleszczy. Natomiast doroste kleszcze, pomimo, ze sa
zasiedlane przez B. burgdorferi, odzywiajg sie krwig wiekszych, zazwyczaj
niekompetentnych ssakéw i uczestniczg w cyklu zyciowym bakterii w
zdecydowanie mniejszym stopniu niz larwy oraz nimfy [123,124].

Dowiedziono, ze przeciwciata anty-TROSPA znaczaco obnizajg liczbe
kretkbw przylegajacych do jelita larwy oraz nimfy |. scapularis. W rezultacie
zmniejszona zostaje ilo$¢ bakterii przekazana gospodarzowi podczas kolejnego
zerowania kleszcza. Podobne wyniki uzyskano poprzez wyciszenie ekspresji
TROSPA za pomocg interferencji RNA [108]. Powyzej opisane obserwacje

Swiadczg o istotnej roli receptora TROSPA w kolonizacji kleszcza przez
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B. burgdorferi, a nastepnie w migracji tego patogenu do organizmu nowo
zasiedlanego gospodarza. Homologi biatka TROSPA, ktére znaleziono u
. ricinus oraz I. persulcatus wykazujg wysoki stopien identycznosci w stosunku
do TROSPA z |. scapularis, wynoszacy odpowiednio 86,7% oraz 88,2%
[121,125]. Ponadto, u Rbhipicephalus annulatus zidentyfikowano ortolog
TROSPA, ktéry ulega podwyzszonej ekspresji u osobnikéw zakazonych
patogennym pierwotniakiem Babesia bigemina i wykazuje 78% identycznosci
na poziomie aminokwasowym w stosunku do TROSPA z I. ricinus, |. scapularis
oraz |. persulcatus [126]. Zaobserwowano, ze wyciszenie ekspresji TROSPA
powoduje znaczacg redukcje zakazenia B. bigemina u dwoch gatunkéw
kleszczy - R. annulatus i R. microplus. Biorgc pod uwage te wyniki oraz fakt, iz
B. burgdorferi wigze sie z receptorem TROSPA w celu kolonizacji przewodu
pokarmowego kleszczy z rodzaju Ixodes, wydaje sie, ze Babesia moze
wykorzystywaé ortolog TROSPA do infekcji kleszczy z rodzaju Rhipicephalus
[127].

Podczas transferu bakterii z zainfekowanego gospodarza do zerujgcego
kleszcza u B. burgdorferi nastepuje rowniez wzmozona ekspresja genu bb0365
kodujgcego lipoproteine La7. Mutanty pozbawione genu bb0365 majg znaczaco
obnizong przezywalno$¢ w organizmie kleszcza [128]. Inne biatka, ktore sg
niezbedne dla kretka do przetrwania w jelicie kleszcza to BB0733, zwane
réowniez PIzA oraz BB0323. PIzA to jedyne znane u Borrelia biatko, ktore
posiada domene PilZ wigzgcg czgsteczke sygnatowg — c-di-GMP. Obydwa
mutanty, zarébwno z wylgczonym genem plzA, jak i pozbawione genu bb0323
miaty ograniczong zdolnos¢ do infekowania zaréwno kleszcza, jak i
gospodarza. Z tym, ze w przypadku delecji plzA przyczyng byta
najprawdopodobniej zmniejszona ruchliwos¢ komorki, natomiast brak genu
bb0323 spowodowat, ze kretki zlepiaty sie ze sobg i wykazywaty brak
integralnosci zewnetrznej btony komorkowej [129,130].

Po spozyciu krwi larwa kleszcza odczepia sie od gospodarza i wkrotce
potem ulega przeobrazeniu do kolejnej formy rozwojowej — nimfy. Jest to
proces dtugotrwaty, podczas ktérego nastepuje wyczerpywanie substancji
odzywczych w jelicie roztocza [131]. To sprawia, ze kretek musi przestawic sie
na alternatywne zrodta energii. Poniewaz kleszcz przygotowujgcy sie do okresu

zimowania produkuje zwiekszone ilosci glicerolu, Borrelia uruchamia operon
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glp, ktérego produkty umozliwiajg jej pobranie i wykorzystanie czgsteczek tego
alkoholu [132]. Co wiecej, jako zrodio energii kretki wykorzystujg N-
acetyloglukozamine oraz chitobioze, czyli substancje, z ktérych zbudowana jest
tzw. btona perytroficzna otaczajgca krew, znajdujgcg sie w tresci jelitowej
roztocza [133]. W warunkach niedoboru sktadnikow pokarmowych kretek
zatrzymuje wzrost oraz podzialy komoérkowe i przestawia metabolizm na
synteze niezbednych dla przetrwania aminokwasow. Kolejne produkowane
przez kretka biatka, ktore sg niezbedne do jego przetrwania w warunkach gtodu
to lipoproteina BptA (ang. Borrelia persistence in tick protein A) oraz biatko
BB0690, ktore jest ortologiem biatka Dps (ang. DNA-binding protein from
starved bacteria), chronigcego DNA E. coli przed uszkodzeniami oksydacyjnymi
[134,135].

Rozpoczecie zerowania przez nimfe oraz naptyw krwi do jelita roztocza
prowadzi do zmiany profilu ekspresji genow kretka. Dochodzi do stopniowego
wyciszania gendéw potrzebnych bakterii do przetrwania w organizmie wektora,
podczas gdy geny niezbedne do infekcji kolejnego gospodarza podlegajg
wzmozonej transkrypcji [136]. W wyniku ich ekspresji powstajg m. in. biatko
powierzchniowe p66 petnigce jednoczesnie funkcje poryny i adhezyny
[137,138], oraz lipoproteiny CRASP (ang. complement regulator-acquiring
surface proteins), ktdre chronig bakterie przed dziataniem uktadu dopetniacza
kregowcdw poprzez wigzanie sie z regulujgcym dopetniacz czynnikiem H oraz
FHL-1 (ang. factor H-like protein 1) [139,140]. Inne biatka, produkowane przez
kretka wylgcznie w wektorze i niezbedne do infekcji gospodarza, stanowig
antygeny zewngtrzkomoérkowe BBA52 oraz BBA64 [141,142]. Réwnoczesnie
Borrelia namnaza sie w jelicie kleszcza w bardzo szybkim tempie i tworzy
skupiska przylegajgcych do siebie kretkdw, ktore starajg sie przebi¢ przez
warstwe komorek nabtonkowych i dosta¢ sie do hemocelu [143]. Dowiedziono,
ze bakteria wykorzystuje w tym celu lipoproteine powierzchniowg BBE31, ktéra
oddziatuje z biatkiem TRE31 produkowanym przez komorki nabtonka, co
umozliwia penetracje $ciany jelita [144]. Co wiecej, Borrelia utatwia sobie ten
proces poprzez zwigzanie wystepujgcego w o0soczu Kkrwi gospodarza
plazminogenu, ktéry po aktywacji do plazminy umozliwia nadtrawienie btony
podstawnej tkanki jelita [145]. W wigzaniu plazminogenu uczestniczy m. in.

BB0337, ktore jest biatkiem wystepujacym na powierzchni bakterii [146].
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1.3.3. Udziat biatek slinowych kleszcza w transferze B. burgdorferi do

organizmu gospodarza

W Slinie kleszcza znajdujg sie substancje, ktére B. burgdorferi
wykorzystuje w celu przezycia w organizmie gospodarza. Nalezg do nich
przede wszystkim biatka chronigce bakterie przed przeciwciatami, wymiatajgce
wolne rodniki tlenowe produkowane przez neutrofile, czy tez ttumigce dziatanie
dopetniacza (czes$¢ z nich opisano w Rozdziat 1.2.2.).

Po przedostaniu sie z jelita kleszcza do hemocelu, kretki wedrujg do
gruczotéw $linowych, gdzie ,optaszczajg sie” biatkiem Salp15 (ang. salivary
protein 15 kDa), a nastepnie wraz ze Sling wektora zostajg wstrzykniete do krwi
gospodarza [143,147]. Oddziatywanie z biatkiem Salp15 jest mozliwe dzieki
zewnatrzkomoérkowej lipoproteinie OspC, ktéra jest niezbedna dla bakterii na
poczatkowych etapach infekcji gospodarza [148-150]. Wydaje sie, ze OspC,
oprocz wigzania sie z Salp15, podobnie jak OspA, fgczy sie z plazminogenem,
co pomaga bakterii przedostawaé sie przez tkanki atakowanego gospodarza
[151-153]. Gen ospC znajduje sie na kolistym plazmidzie wielkosci 27 kpz i
koduje lipoproteine o wielkosci 22-23 kDa [154]. Ekspresja ospC jest
regulowana przez czynniki transkrypcyjne Rrp2, RpoN i RpoS [155,156]. W
2001 roku dwa niezalezne zespoty badawcze rozwigzaty strukture biatka OspC
pochodzgcego od Borrelia burgdorferi s.s. [157,158]. Pomimo wysokiej
zmiennosci OspC na poziomie aminokwasowym, biatka pochodzgce od ré6znych
szczepow oraz gatunkéw Borrelia wykazujg wysokie podobienstwo strukturalne.
Monomery OspC zbudowane sg z pieciu a-helis i dwdch krétkich B-kartek.
Aktywna biologicznie forma biatka OspC wystepuje w postaci homodimeru,
ktory posiada przypuszczalnie dwie domeny wigzgce ligand (LBD, ang. ligand-
binding domain). Domena LBD1 tworzona jest przez helisy a 1 i 1" nalezgce do
oddziatujgcych monomerdéw, natomiast LBD2 znajduje sie na ,koronie” dimeru
OspC. Domena LBD1 jest wysoce konserwatywna, w przeciwienstwie do
zmiennej sekwencyjnie LBD2 [159]. Wykazano, ze pojedyncza substytucja
kwasu glutaminowego w pozycji 61 na glutamine (w obrebie domeny LBD1),
powoduje znaczng utrate infekcyjnosci bakterii, pomimo zachowania zdolnosci

wigzania plazminogenu (nie testowano oddziatywania z Salp15). Autorzy tych
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badan sugerujg, ze przyczyng tego zjawiska moze by¢ dysfunkcja OspC na
poczatkowym etapie infekcji. Moze ona polega¢ na niezdolnosci wigzania
niepoznanego dotad ligandu [160].

Zwigzanie biatka slinowego kleszcza Salp15 na powierzchni komorki
bakteryjnej, pozwala kretkowi utworzyé ptaszcz chronigcy go przed
przeciwciatami krgzgcymi we krwi gospodarza [147]. Co wiecej, Salp15
wykazuje dziatanie immunosupresyjne, poniewaz blokuje aktywacje limfocytow
T, poprzez zwigzanie limfocytarnego koreceptora CD4 (ang. cluster of
differentiation 4) oraz zatrzymuje produkcje interleukiny 2. Oproécz tego, Salp15
wigze sie z receptorem DC-SIGN (ang. Dendritic Cell-Specific Intercellular
adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) komérek dendrytycznych i hamuje
w ten sposob produkcje cytokin prozapalnych. B. burgdorferi wzmaga ekspresije
Salp15 u kleszcza, co jest korzystne rowniez dla wektora, poniewaz zapewnia
mu efektywniejsze Zerowanie [161-163]. Do tej pory, u kleszczy z rodzaju
Ixodes scharakteryzowano 21 homologéw tworzgcych nadrodzine biatek
Salpl5, jednakze na podstawie sekwencjonowania transkryptomu gruczotow
slinowych 1. ricinus wydaje sie, ze istnieje duza liczba nieopisanych dotychczas
przedstawicieli biatek typu Salpl5 [164-166]. Najlepiej poznane jest Salpl5
pochodzgce od I. scapularis oraz Iric-1 zidentyfikowane u I. ricinus. Badania in
vitro wskazujg, ze Salp15 z |. scapularis oddziatuje nie tylko z OspC
pochodzgcym z réznych szczepéw B. burgdorferi s.s. (N40, B31 i 297) ale
réwniez z B. afzelii oraz B. garinii [167]. Pokazano, ze OspC tworzy kompleks
réwniez z biatkiem Iric-1 wyprodukowanym w komoérkach owadzich. Iric-1
wigzato sie z OspC z B. burgdorferi s.s., B. garinii oraz B. afzelii, jednakze
ochrone przed przeciwcialami gospodarza biatko to zapewniato jedynie w
przypadku B. burgdorferi s.s. [168]. Salp15 oraz jego ortologi sg syntetyzowane
jako okoto 135 aminokwasowe prekursory, zawierajgce prawdopodobnie
sekwencje sygnalng o dtugosci okoto 20 aminokwasow na korncu aminowym.
Biatka te sg bogate w cysteiny oraz podlegajg glikozylacji [168]. W najnowszych
badaniach zademonstrowano, ze odcinek pomiedzy resztami aminokwasowymi
48-67 w biatkach Salp15 oraz Iric-1 uczestniczy w wigzaniu z biatkiem OspC
[169]. Niestety jak dotad trzeciorzedowa struktura Salpl5 nie zostata poznana.
Okreslenie jej dostarczytoby informacji zaréwno o interakcjach zachodzgcych

pomiedzy Salpl5-OspC jak i mechanizmach umozliwiajgcych blokowania
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produkcji interleukiny 2 przez to biatko [162]. Oprdcz tego, poznanie struktury
Salp15 pozwoli wyjasni¢ mechanizm oddziatywania pomiedzy tym biatkiem a
glikoproteing gp120, ktéra petni kluczowg role w zakazaniu limfocytow T CD4+
przez wirusa HIV. Odkryto bowiem, ze Salp15 poprzez bezposrednie wigzanie z
receptorem gp120, czesSciowo zapobiega oddziatywaniu biatek gp120-CD4
[170].

W miejscu ugryzienia przez kleszcza leukocyty produkujg duze ilosci
wolnych rodnikéw, ktore majg negatywny wptyw na przezywalnosc¢
B. burgdorferi. Wykazano, ze zwigzki te sg wymiatane przez wystepujagcy w
Slinie roztocza przeciwutleniacz Salp25D. Wyciszenie salp25D w gruczofach
Slinowych 1. scapularis spowodowato znaczne obnizenie liczby kretkéw
nabytych przez kleszcza zywigcego sie krwig zainfekowanej myszy [171,172].
Oproécz Salp25D, w $linie |I. scapularis odkryto biatka ISL 929 oraz ISL 1373,
ktore ograniczajg zdolnos¢ do tworzenie wolnych rodnikdw przez neutrofile
[173]. Eliminacja rodnikéw tlenowych w miejscu ugryzienia, z pewnoscig
wptywa korzystnie na transmisje B. burgdorferi, jak i innych patogenow.

Udowodniono, ze wystepujgce w Slinie |. scapularis inhibitory proteaz
majg dziatanie immunosupresyjne i wspomagajg ssanie krwi przez kleszcza.
Dodatkowo ich obecnos¢ jest korzystna dla kretka. Ostatnio scharakteryzowano
cystatyne (sialostatin L2), ktora znaczgco zwieksza przezywalnos¢ B.
burgdorferi w skorze zainfekowanej myszy poprzez zahamowanie proteaz
zaangazowanych w odpowiedz ukfadu immunologicznego gospodarza [174].

Innymi zwigzkami zwiekszajgcymi przezywalnosc¢ kretkow boreliozy we
krwi gospodarza oraz wspomagajgcymi transfer bakterii pomiedzy wektorem i
gospodarzem sg produkowane przez kleszcza biatka IXAC, ktére blokujg uktad
dopetniacza. Ich dziatanie polega przede wszystkim na destabilizacji
konwertazy C3 lub C5, biatek kluczowych dla dziatania dopetniacza. Do rodziny
tej nalezg rowniez biatka ISAC i Salp20 z I. scapularis, czy tez IRAC1 oraz
IRAC2 z . ricinus [54,55,57].

Oprocz tego, kleszcze produkujg biatko TSLPI, ktére blokuje Sciezke
lektynowg ukfadu dopetniacza, czyli etap wczesniejszy niz utworzenie
konwertaz C3/C5. Biatko to zapobiega wigzaniu sie MBL (ang. mannose-
binding lectin) do jego receptoréw obecnych u B. burgdorferi, co zatrzymuje

aktywacje dopetniacza na powierzchni komorki bakteryjnej. Dowiedziono, ze
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TSLPI znaczaco zwieksza przezywalnos¢ kretkbw w organizmie gospodarza, a
ekspresja jego genu u zainfekowanego kleszcza jest dodatkowo indukowana
przez B. burgdorferi [58].

1.4. Strategie walki z odkleszczowag infekcja wywolywang przez
B. burgdorferi

Borelioza jest przewlekta, wielofazowg chorobg uktadowa,
charakteryzujgcg sie wystepowaniem objawéw skoérnych, stawowych,
kardiologicznych i neurologicznych. Ich réznorodnos¢ oraz podobienstwo do
wielu innych schorzen znacznie utrudnia rozpoznanie [175].

Powszechnie stosowane leczenie boreliozy za pomocg antybiotykow nie
zawsze jest skuteczne. Inne srodki zapobiegawcze w postaci pestycydow
przeciwko kleszczom, czy tez stosowanie odziezy ochronnej, nie przynoszag
oczekiwanych rezultatow [176]. Dlatego tez, prowadzone obecnie badania
zwigzane sg gtownie z prewencjg choroby z Lyme, poprzez opracowanie
skutecznej szczepionki. Pomimo wieloletnich wysitkdw, nie ma aktualnie na
rynku szczepionki dla ludzi chronigcej przed zakazeniem B. burgdorferi.
Dostepne sg miedzy innymi szczepionki dla pséw oparte o biatko bakteryjne
OspA [177]. Szczepionka przeznaczona dla ludzi, na bazie biatka OspA
(LYMErix), zostata wycofana z rynku amerykanskiego po niespetna 4 latach ze
wzgledu na mozliwos¢ wywotania u zaszczepionych oséb niepozgdanych
efektow ubocznych [178,179].

W oddziatywaniu pomiedzy wektorem i patogenem znaczgcg role
odgrywajg biatka zewngtrzkomérkowe, dlatego tez na nich skupia sie uwaga
badaczy opracowujgcych sktad szczepionek przeciwko kretkom Borrelia. Pod
uwage brane sg rozne antygeny bakteryjne. Znaczgca cze$S¢ z nich
zakodowana jest w genetycznie niestabilnym plazmidowym DNA. Problemem w
zastosowaniu biatek powierzchniowych w szczepionkach jest ich gatunkowo
zalezna zmiennos$¢, co oznacza, ze w Europie preparaty opracowane na bazie
pojedynczego biatka mogg by¢ nieskuteczne [176].

Oprocz antygendéw pochodzgcych od B. burgdorferi, istnieje mozliwos¢

wykorzystania antygenow pochodzgcych od kleszcza. Biatka te sg bardziej
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zakonserwowane niz powierzchniowe biatka borrelii. Istniejg przestanki
wskazujgce, ze immunoglobuliny wytworzone przeciwko waznym dla kretkéw
biatkom roztocza, mogg powstrzymaé kolonizacje wektora przez bakterie i/lub
ograniczy¢ ich przekazywanie z kleszcza do gospodarza. Ponadto, jesli tak
skomponowana szczepionka zaktoci funkcje zyciowe roztocza, istnieje szansa
odrzucenia kleszcza (ang. tick rejection) i w rezultacie ograniczenia ,przy okazji”
transferu innych drobnoustrojéw (np. bakterii wywotujgcych zoonozy, wirusow,
czy pierwotniakéw) do organizmu gospodarza [176,180]. Jednym z przykfadéw
skutecznego zastosowania takiej szczepionki, jest zmniejszenie liczby
przekazywanych patogenéw 2z rodzaju Anaplasma oraz Babesia przez
zwierzeta immunizowane biatkiem kleszcza 4D8 (ang. subolesin) [181]. 4D8
bierze udziat w regulacji ekspresji gendéw oraz procesow rozwojowych kleszcza
[182]. Okazato sie, ze kleszcze |. scapularis Zzerujgce na zwierzetach
immunizowanych biatkiem 4D8, skfadaty mniejszg ilos¢ jaj, gorzej przybieraty
na wadze, a takze wykazywaty zwiekszong $miertelnos¢ [183,184].

Kolejnym przyktadem moze by¢ pochodzgce od |. scapularis biatko
Salpl5. Zastosowanie go w szczepionce zapewnialo myszom znaczgcg
ochrone przed zakazeniem B. burgdorferi [167]. Podobny efekt uzyskano przy
immunizacji tych zwierzat za pomocg biatka tHRF (ang. tick histamine release
factor) [48]. Obiecujgce wyniki otrzymano rowniez poprzez zablokowanie
receptora TROSPA za pomocg przeciwciat pobranych wraz z krwig przez
kleszcze Zerujgce na zainfekowanych myszach, ktore byly immunizowane
biatkiem TROSPA. Okazato sie, ze znaczgco zredukowano w ten sposob liczbe
kretkdw zasiedlajgcych jelito zaréwno larwy, jak i nimfy I. scapularis. Co wiecej,
w rezultacie powyzszego zabiegu nastgpita 75% redukcja ilosci bakterii
przekazanej przez kleszcze do organizmu niezakazonych myszy [108]. W
innych badaniach dowiedziono, ze szczepienie bydta ortologiem biatka
TROSPA (pochodzagcym z R. microplus), spowodowato obnizenie ilosci
B. bigemina zasiedlajgcych kleszcze R. microplus, ktore Zzywity sie krwig
immunizowanych zwierzat [127]. Ponadto zaobserwowano, ze u kleszczy
R. microplus zywigcych sie krwig zawierajgcg przeciwciata anty-TROSPA
dochodzito do znacznego obnizenia wagi po ukonczeniu zerowania, w stosunku
do kontroli [185].
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Przyktadem skomercjalizowanej juz szczepionki, ograniczajgce;j
zerowanie kleszcza oraz transfer patogendw, moze byC¢ preparat oparty o
glikoproteine Bm86. Biatko to wystepuje na powierzchni komoérek nabtonka
jelitowego kleszcza R. microplus [186]. Wytworzone po szczepieniu
przeciwciata anty-Bm86, przedostajg sie do jelita kleszcza rozpoczynajgcego
ssanie krwi i wigzg z komodrkami epitelialnymi. Proces ten powoduje lize
komoérek, ktére prawdopodobnie biorg udziat w endocytozie. W rezultacie
dochodzi do zahamowania zerowania przez roztocze, a takze ograniczenia
transferu patogenow. Antygen ten jest dostepny w formie szczepionek dla bydta
pod nazwami handlowymi Gavac oraz TickGARD [187-189].

Skonstruowano takze szczepionke zawierajgcg biatko 64P, ktore jest
tzw. substancjg cementowg, wydzielang przez kleszcza R. appendiculatus.
Immunizacja $winek morskich, krélikow, chomikéw i bydfa skrécong,
rekombinowang wersjg biatka 64P (64TRP) skutkowata reakcjg zapalng w
miejscu ugryzienia, co w rezultacie prowadzito do podwyzszonej smiertelnosci
kleszczy. Przeciwciata anty-64TRP najprawdopodobniej uszkadzaty jelita
zerujgcych roztoczy [190].

Pomimo rosngcej wiedzy na temat kleszczy i przenoszonych przez nie
kretkéw Borrelia, nadal mato wiadomo na temat mechanizmoéw stanowigcych
fundament opisanych wczes$niej procesow. Wydaje sie, ze dopiero lepsze
zrozumienie molekularnych uwarunkowan oddziatywan pomiedzy biatkami
kleszczy oraz bakterii, umozliwi stworzenie strategii, a takze narzedzi
pozwalajgcych ingerowa¢ w cykl zyciowy tych patogenéw [191]. Co wiecej,
poznanie molekularnych podstaw procesu wyciszania uktadu odpornosciowego
przez kleszcza moze przynieS¢ nowe rozwigzania stuzgce zwalczaniu infekcji
B. burgdorferi, a takze umozliwi¢ opracowanie nowej generacji zwigzkoéw o

wiasciwos$ciach przeciwzapalnych i immunomodulujgcych [163].
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2. Cel pracy

Jednym z dilugofalowych celéw badan realizowanych w Zaktadzie
Biologii Molekularnej i Systemowej ICHB PAN jest poznanie mechanizmow
molekularnych  ksztattujgcych  oddziatywania pomiedzy kleszczem a
patogennymi bakteriami. Nasze wstepne analizy wykazaty, ze doskonatym
modelem umozliwiajgcym prowadzenie tego typu prac sg dwu- lub
wielosktadnikowe kompleksy biatkowe tworzgce sie podczas zasiedlania
réznych organdow kleszcza I. ricinus przez patogenng bakterie B. burgdorferi.
Biorgc pod uwage powyzsze wzgledy oraz zaprezentowane w niniejszej
rozprawie  wyniki  pilotazowych  eksperymentow zadecydowano, iz
podstawowym celem podjetych badan bedzie strukturalna i funkcjonalna
charakterystyka kompleksu warunkujgcego kolonizacje jelita kleszcza przez
bakterie. Kompleks ten tworzy kodowane przez kleszcza biatko TROSPA (ang.
tick receptor for outer surface protein A) oraz ulokowane na powierzchni bakterii
biatko OspA (ang. outer surface protein A).

Uznano, ze osiggniecie tak zarysowanego celu wymagaé bedzie

realizacji nastepujacych zadan szczegdtowych:

1. Wybdr modelowego uktadu bedgcego podstawowym obiektem badan.

2. Opracowanie metod produkcji biatka TROSPA 2z Llricinus oraz OspA
pochodzgcego z trzech gatunkéw Borrelia: B. garinii, B. burgdorferi s.s. i
B. afzelii.
Badanie zdolnosci biatka TROSPA do wigzania lipoproteiny OspA.

4. ldentyfikacja domen/motywoéw strukturalnych TROSPA zaangazowanych
w wigzanie OspA.

5. Analiza porbwnawcza aktywnos$ci biatka TROSPA wyprodukowanego w
bakteriach i w komdrkach eukariotycznych.

6. Analiza struktury biatka TROSPA dostepnymi metodami fizyko-
chemicznymi oraz bioinformatycznymi.

7. Analiza struktury kompleksu tworzonego przez TROSPA i OspA.

8.  Stworzenie modelu opisujgcego strukture kompleksu TROSPA-OspA.
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3. Materiaty i metody

3.1. Materiaty

3.1.1. Kleszcze Ixodes ricinus

Kleszcze |I. ricinus otrzymano dzieki uprzejmosci dr hab. Beaty Wodeckiej z

Katedry Genetyki na Wydziale Biologii Uniwersytetu Szczecinskiego.

3.1.2. Szczepy bakteryjne

Tabela 3.1. Stosowane szczepy bakteryjne.

Nazwa szczepu Przeznaczenie Wybrane cechy

One Shot TOP10 E. coli Klonowanie cDNA oraz -

(Life Technologies) amplifikacja plazmidow

One Shot BL21-Star (DE3) Produkcja biatka -Brak proteaz Lon i OmpT

E. coli (Life Technologies)

SHuffle T7 Express lysY Produkcja biatka -Brak proteaz Lon i OmpT

E. coli (NEB) -Promowanie powstawania
mostkow disiarczkowych w
cytoplazmie

-Produkcja izomerazy
disiarczkowej DsbC, ktéra
jest jednoczeénie biatkiem
opiekunczym asystujgcym w
zwijaniu biatek i naprawie
niewtasciwie utworzonych
mostkow disiarczkowych.

DH10Bac E. coli Konstrukcja bakmidu -Obecnos¢ wektora

(Life Technologies) zawierajgcego pozgdany gen | bakulowirusowego
(bakmidu), ktéry podlega
rekombinacji z plazmidem
donorowym (pFastBac),
umozliwiajgc utworzenie
bakmidu do ekspres;ji
pozgdanego genu w
komoérkach owadzich

3.1.3. Linie komoérkowe

eLinia komérek owadzich Sf21 (Life Technologies)
- wyprowadzona z komoérek jajnika poczwarki Spodoptera frugiperda
- stosowana do produkcji oraz namnazania rekombinowanego wektora

bakulowirusowego w hodowli monowarstwowe]
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eLinia komérek owadzich High Five (Life Technologies)

- wyprowadzona z komorek jajnika Trichoplusia ni

- transfekowana wektorem bakulowirusowym, a nastepnie stosowana do
produkcji rekombinowanych biatek w hodowli zawiesinowej

- umozliwia uzyskanie od 5 do 10 razy wyzszego poziomu ekspresji genu

kodujgcego rekombinowane biatko niz komorki Sf21

3.1.4. Plazmidy

Plazmid pET200-TROSPA zawierajgcy sekwencje kodujgcg biatka TROSPA
pochodzgcego z I.ricinus (GenBank: AGV(09137.1) otrzymano dzieki
uprzejmosci dr Anny Urbanowicz [192].

Produkcje plazmidu pMK-Salp15 zawierajgcego sekwencje kodujgcg Salp15
Iric-1 z I. ricinus (GenBank: EU128526.1) zlecono firmie GeneArt.

Sekwencje kodujgce biatka OspA oraz OspC pochodzgce z B. burgdorferi
sensu stricto, B. afzelii i B. garinii otrzymano dzieki uprzejmosci dr hab. Beaty
Wodeckiej z Katedry Genetyki na Wydziale Biologii Uniwersytetu
Szczecinskiego.

Wektory ekspresyjne pET200 umozliwiajgce ekspresje biatek OspA i OspC (z
B. burgdorferi s.s., B. afzelii i B. garinii), a takze wektor ekspresyjny pMCSG48
umozliwiajgcy ekspresje biatka OspA NA6 zostaly utworzone w Zakfadzie
Biologii Molekularnej i Systemowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w
Poznaniu przez dr Anne Urbanowicz.

Wektory pMCSG7 oraz pMCSG48 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-XL-TOPO Kanamycyna - szybka ligacja dzieki

(Life Technologies) topoizomerazie | zwigzanej
kowalencyjnie z kohcem 3’ wektora

pMK Kanamycyna - oparty o wektory z serii pUC

(GeneArt)

pET200/D-TOPO Kanamycyna - szybka ligacja dzieki

(Life Technologies) topoizomerazie | zwigzanej
kowalencyjnie z koAcem 3’ wektora
- rekombinowane biatko zawiera
dodatkowo na koricu aminowym
znacznik histydynowy (6xHis) oraz
miejsce rozpoznawane przez
enterokinaze

pMCSG7 @ Ampicylina - klonowanie niezalezne od ligacji
- rekombinowane biatko zawiera
dodatkowo na koricu aminowym
znacznik histydynowy (6xHis) oraz
miejsce rozpoznawane przez
proteaze TEV

pMCSG48 @M Ampicylina - klonowanie niezalezne od ligacji

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

pFastBac HT A
(Life Technologies)

Ampicylina, - produkcja w E. coli
Gentamycyna rekombinowanego wektora
bakulowirusowego (bakmidu) do
ekspresji pozgdanego genu w
komorkach owadzich

- zawiera sekwencje Tn7L and
Tn7R umozliwiajgce transpozycje
pozadanego genu do genomu
bakulowirusa

- selekcja transformowanych
komadrek na podstawie testu a-
komplementacji

pFastBac HT-CAT

Ampicylina, - wektor kontrolny w systemie Bac-
Gentamycyna to-Bac umozliwiajgcy produkcje
acetylotransferazy chloramfenikolu
w komérkach owadzich

(1)- otrzymano z Midwest Center for Structural Genomics, Argonne National Laboratory, USA

3.1.5. Startery

Tabela 3.3. Stosowane startery.

Nazwa Sekwencja zapisana w orientacji 5°-3’

Iricl F ATGGAATCTTTCGTCGCAATGAAGG

Iricl_R CTAACATCCAGGAATGTGCCCAAC

S15 TOPO_F CACCATGGAATCTTTCGTCGC

S15 68 R CTAGACGTTATGTAAATATATTTTATTAAAAGTAAG
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S15 70 R CTAACATCCGGGAATGTGCGG

S15 72 R CTAGGAAAATGTTCTTTATTGCCTG

TRO_TOPO_F CACCATGGCGGCTATGGAGGC

TRO_TOPO_R | GCGCCGCTGGAAGTTGA

TR_N24_p7 TACTTCCAATCCAATGCCGACACGGCGTCGCTGTCG

TR_N37_p7 TACTTCCAATCCAATGCCACGGAGGCTACGGTGGCTATG

TR_N44_p7 TACTTCCAATCCAATGCCGACACGGCGTCGCTGTCG

TR_N50_p7 TACTTCCAATCCAATGCCCTGCCGCTCCAGTTGTCGC

TRO p7 R TTATCCACTTCCAATGTTATCAACTTCCAGCGGCGCTCTG

TR_C7_p7 TTATCCACTTCCAATGTTATCAGGCCCAAGCGCATAAATAAGAAG

TR VL F GGAGGTTACGAACACGCAGAATTCGGCGGCT

TR VL R AGCCGCCGAATTCTGCGTGTTCGTAACCTCC

TR V2 F GCCACGGCTACGCAGGCTTCGGTTACAGCGAATATGGCGGACAC

TR V2 R GTGTCCGCCATATTCGCCGTAACCGAAGCCTGCGTAGCCGTGGC

TR V3 F GCGGATATGGCGAACACGGCTACGAACACTAAGCAA

TR_V3 R TTGCTTAGTGTTCGTAGCCGTGTTCGCCATATCCGC

S152 p7_F TACTTCCAATCCAATGCCATGGAAAGCTTTGTTGCCATGAAAGTTG
TTT

S152_p7_R TTATCCACTTCCAATGTTATTAACAACCCGGAATATGACCAACGCAT

S152 R TTAACAACCCGGAATATGACCAACGCAT

TR_N50_BAKL_F | AGACGATGACGACAAGCTGCCGCTCCAGTTGTCGC

TR_N50 BAK2_F | ATGAATTCGACTACAAAGACGATGACGACAAGCTGCC

TR_N50_BAK_R | TACTGCAGTCAACTTCCAGCGGCGCTC

PMCSG_F ATTGGAAGTGGATAACGGATCCGAATT

pPMCSG7_R ATTGGATTGGAAGTACAGGTTCTCGGT

pPMCSG48_R ATTGGATTGGAAGTACAGGTTCTCGTT

BAC-SEQ1 ATTCATACCGTCCCACCATC

BAC-SEQ2 GGCTGATTATGATCCTCTAGTAC

pUC/M13_F CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG

pUC/M13_R AGCGGATAACAATTTCACACAGG

T7FWD TAATACGACTCACTATAGGG

T7REV TAGTTATTGCTCAGCGGTGG

Kolorami oznaczono:

zielonym — sekwencje umozliwiajgce niezalezne od ligacji klonowanie do

wektorow ekspresyjnych z serii pMCSG; niebieskim — sekwencje rozpoznawane przez enzymy
restrykcyjne; pomaranczowym — sekwencje umozliwiajgce klonowanie do wektora pET200/D-
TOPO; czerwonym — nukleotydy zmienione w celu uzyskania mutantéw substytucyjnych biatka
TROSPA. Sekwencje kodujacag znacznik FLAG-tag podkreslono.
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3.1.6. Zestawy odczynnikéw

*QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) — do oczyszczania DNA

*QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) — do oczyszczania DNA z Zelu
agarozowego

eDNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) — do oczyszczania DNA genomowego
kleszcza

ePlasmid Midi Kit (Qiagen) — do izolacji plazmidéw bakteryjnych w sredniej skali
eAP Detection Reagent Kit (Merck Millipore) — do detekcji kolometrycznej
alkalicznej fosfatazy (w metodzie western blot)

eAlkaline Phosphatase Substrate Kit (Bio-Rad) — do detekcji kolometrycznej
alkalicznej fosfatazy (w metodzie ELISA)

eBigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies) — do
sekwencjonowania DNA

eChampion pET Directional TOPO Expression Kit (Life Technologies) — do
klonowania cDNA do wektoréw z serii pET200/D-TOPO umozliwiajgcych
produkcije biatka w systemie bakteryjnym (E. coli)

eBac-to-Bac Baculovirus Expression System (Life Technologies) — do produkcji
genetycznie modyfikowanych bakulowirusow pozwalajgcych na ekspresje
pozgdanego genu w komérkach owadzich

eZestawy buforéw do krystalizacji biatka:

- JCSG-plus HT-96 (Molecular Dimensions)

- Morpheus HT-96 (Molecular Dimensions)

- PACT premier HT-96 (Molecular Dimensions)

- MIDAS HT-96 (Molecular Dimensions)

- PEG / lon HT (Hampton Research)

- Index HT (Hampton Research)
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3.1.7. Przeciwciata

Tabela 3.4. Stosowane przeciwciata i surowice.

Nazwa przeciwciata Producent Stezenie Stosowane

poczatkowe | rozcienczenia

I-rzedowe krolicze poliklonalne Abcam 4 mg/ml 1:10000 (1),(2)
przeciwko biatku OspA (ab69219)

I-rzedowe kozie poliklonalne przeciwko | Abcam 1 mg/ml 1:2500 (1),(2)
biatku OspC (ab31663)

surowica krolicza przeciwko biatku Eurogentec - 1:1000 (1)
TROSPA

I-rzedowe mysie monoklonalne Sigma 1 mg/ml 1:1000 (1)

przeciwko znacznikowi FLAG-tag
(DYKDDDDK) (F1804)
lI-rzedowe kozie poliklonalne przeciwko | Abcam 1 mg/ml 1:50000 (1),(2)
kréliczym IgG, sprzezone z alkaliczng
fosfatazg (ab6722-1)
ll-rzedowe kozie poliklonalne przeciwko | Abcam 1 mg/ml 1:50000 (1)
mysim IgG, sprzezone z alkaliczng
fosfataza (ab97020)
lI-rzedowe krélicze poliklonalne Abcam 1 mg/ml 1:50000 (1),(2)
przeciwko kozim IgG, sprzezone z
alkaliczng fosfatazg (ab6742-1)
(1)- western blot,(2)- ELISA

3.1.8. Roztwory i bufory

eRoztwory do izolacji plazmidéw/bakmidéw w matej skali

Roztwér ALM1

50 mM dekstroza

10 mM EDTA

25 mM Tris

Dopetniono wodg do 500 ml

Roztwoér ALM1b

50 mM Tris

10 mM EDTA

Dopetniono wodg do 500 ml

Przy pomocy HCI ustawiano pH 8
Dodawano RNazy A (Ck= 100 pg/ml)

Roztwér ALM2 (sporzadzany bezposrednio przed uzyciem)

1% SDS
0,2 M NaOH
Dopetniono wodg do 10 ml
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eBufor do rozdziatu elektroforetycznego kwaséw nukleinowych w

warunkach natywnych

Bufor 10x TBE

0,89 M Tris
0,89 M kwas borowy
0,02 M EDTA

eBufor do rozdzialu elektroforetycznego bialek w warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE)

Bufor 10x TGS

0,25 M Tris

1,92 M glicyna

1% SDS

Dopetniono wodg do 1000 ml

eBufory stosowane w metodzie western blot

Bufor do transferu biatek rozdzielonych w zelach poliakrylamidowych na
membrane PVDF

20 ml buforu 10x TGS
40 ml metanolu
Dopetniono wodg do 200 mi

Bufor TBST

50 mM Tris-HCI
138 mM NacCl
2,7 mM KCI
0,05% Tween20
pH 8

Bufor blokujacy - TBSTB
Bufor TBST z dodatkiem 1 % BSA
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eBufory stosowane w testach immunoenzymatycznych ELISA

1x PBST pH 7,4

10 mM Na2HPO4
1,8 mM KH2PO4
137 mM NaCl

2,7 mM KCI
0,05% Tween20

Bufor blokujacy — PBSTB3
1x PBST z dodatkiem 3% BSA

Bufor blokujacy - PBSTB1
1x PBST z dodatkiem 1% BSA

eBufory obcigzajace

Bufor 4x SB do rozdziatu elektroforetycznego biatek w warunkach
denaturujacych

250 mM Tris-HCI pH 6,8
20% B-merkaptoetanol

8% SDS

0,15% btekit bromofenolowy
40% glicerol

Dopetniono wodg do 10 ml

Bufor 6x LD do rozdzialu elektroforetycznego kwaséw nukleinowych w
warunkach natywnych

10 mM Tris-HCI, pH 7,5

50 mM EDTA

10% Ficoll400

0,25% btekit bromofenolowy
0,25% cyjanian ksylenu
Dopetniono wodg do 10 ml

eBufor do pomiaréw dichroizmu kotowego - CDB

10 mM NaH2PO4 pH 8
50 mM NaF
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eBufor do saczenia molekularnego biatek w warunkach natywnych — nSEC

25 mM Tris-HCI, pH 7,9
200 mM NacCl
1 mMTCEP pH 7,9

eBufor do sgczenia molekularnego biatek w warunkach denaturujacych —
dSEC

25 mM Tris-HCI, pH 7,9
200 mM NaCl
1mMTCEP pH 7,9

8 M mocznik

eBufory stosowane w chromatografii powinowactwa bialek do ztoza z

immobilizowanymi jonami niklu

Bufor do lizy komérek bakteryjnych E. coli

25 mM Tris-HCI, pH 7,9

500 mM NacCl

20 mM imidazol pH 7,9

15 U/ml benzonazy (Merck Millipore)
0,2 mg/ml lizozymu

1x CelLytic B (Sigma)

oraz:

1 mM TCEP pH 7,9 — do oczyszczania mutantow delecyjnych TROSPA, biatka
Salp15 oraz mutanta delecyjnego OspA_NA6

Bufor ptuczacy

25 mM Tris-HCI, pH 7,9
500 mM NacCl
20 mM imidazol pH 7,9

oraz:
1 mM TCEP pH 7,9 — do oczyszczania mutantow delecyjnych TROSPA, biatka
Salp15 oraz mutanta delecyjnego OspA_NAG6

0,05% (v/v) Tween20 — do oczyszczania petnej dtugosci biatka TROSPA,

mutantéw substytucyjnych TROSPA V1 — V5, lipoprotein OspA i OspC oraz
TROSPA_NA50 produkowanego w komérkach owadzich
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Bufor wymywajacy

25 mM Tris-HCI, pH 7,9
500 mM NacCl
400 mM imidazol pH 7,9

oraz:
1 mM TCEP pH 7,9 — do oczyszczania mutantow delecyjnych TROSPA, biatka
Salp15 oraz mutanta delecyjnego OspA_NA6

0,05% (v/v) Tween20 — do oczyszczania petnej dtugosci biatka TROSPA oraz
mutantéw substytucyjnych TROSPA V1 — V5, lipoprotein OspA i OspC oraz
TROSPA _NA50 produkowanego w komérkach owadzich

Bufor do lizy komoérek owadzich

25 mM Tris-HCI, pH 7,9

500 mM NacCl

10 mM imidazol pH 7,9

1 % (v/v) Triton X-100

1 mM TCEP pH 7,9

15 U/ml benzonazy (Merck Millipore)

Inhibitor proteaz cOmplete ULTRA tablets, EDTA-free (Roche)

3.1.9. Pozywki do hodowli bakterii

eStata pozywka LB

2 g peptonu

1,25 g ekstraktu drozdzowego

1,25 g NaCl

Dopetniono wodg do 250 ml

Dodawano 3,75 g agaru i sterylizowano w autoklawie

Otrzymang pozywke schtadzano do temperatury 55°C, dodawano roztwor
ampicyliny lub kanamycyny do stezenia koncowego 100 pg/ml, wylewano na
sterylne szalki i pozostawiano do zastygniecia

ePlynna pozywka LB-Lennox

10 g peptonu

5 g ekstraktu drozdzowego

5 g NaCl

Dopetniono wodg do 1000 ml i sterylizowano w autoklawie

Do schtodzonej pozywki dodawano roztwor ampicyliny lub kanamycyny do
stezenia koncowego 100 pg/ml
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ePlynna pozywka SOC

2 g tryptonu

0,5 g ekstraktu drozdzowego

0,2 ml 5M NacCl.

0,25 ml 1M KCI.

1 ml 1M MgCI2

1 ml 1M MgSO4

2 ml 1M glukozy

Dopetniono wodg do 100 mi

Sterylizowano przez filtracje - filtr strzykawkowy 0,22 pym Millex GP (Merck
Millipore)

3.1.10. Pozywki do hodowli komérek owadzich

Linia komoérek Sf21

Pozywka TC-100 (Gibco Life Technologies) zawierajgca dodatkowo:

- FBS (Cytogen)

- roztwér gentamycyna-amfoterycyna Ck= 100 pg/ml (Life Technologies)
- roztwér penicillina-streptomycyna Ck= 100 ug/ml (Life Technologies)

Linia komérek High Five

Pozywka Express Five SFM (Life Technologies), zawierajgca dodatkowo:
- L-glutamine C«k= 18 mM (Life Technologies)

- roztwor gentamycyny Ck= 100 pg/ml (Life Technologies)

- Fungizone (amfoterycyna B) Ck= 0,25 pg/ml (Life Technologies)

- roztwér nystatyny Ck= 100 U/ml (Gibco Life Technologies)

3.1.11. Zele

«Zel agarozowy do rozdziatu elektroforetycznego kwaséw nukleinowych w
warunkach natywnych (1%)

0,5 g agarozy

50 ml buforu TBE 0,5x

Rozpuszczono przez podgrzanie w kuchence mikrofalowej, a nastepnie po
schitodzeniu dodawano 1 ul Midori Green (Nippon Genetics)
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eZele poliakrylamidowe do rozdziatu elektroforetycznego biatek w
warunkach denaturujacych (SDS-PAGE)

Zel zageszczajacy 5%

0,5 ml 40% roztworu akrylamidu-bisakrylamidu (stosunek ilosciowy 37,5:1)
0,5ml 1 M Tris-HCI pH 6,8

2,92 ml H20

40 pl 10% SDS

40 pl 10% APS

4 ul TEMED

Zel rozdzielajacy 12%

3 ml 40% roztworu akrylamidu-bisakrylamidu (stosunek ilosciowy 37,5:1)
2,5ml 1,5 M Tris-HCI pH 8,8

4,3 ml H20

100 pl 10% SDS

100 pl 10% APS

4 ul TEMED

Zel rozdzielajacy 15%

3,75 ml 40% roztworu akrylamidu-bisakrylamidu (stosunek ilosciowy 37,5:1)
2,5ml 1,5M Tris-HCI pH 8,8

3,55 ml H20

100 pl 10% SDS

100 yl 10% APS

4 ul TEMED

3.1.12. Markery masy

eMarkery masy kwasoéw nukleinowych

DirectLoad Wide Range DNA Marker (Sigma)

Perfect Plus TM 1 kb DNA Ladder (EURX)

eMarkery masy biatek

Broad Range Prestained SDS-PAGE Standards (Bio-Rad)
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific)
Perfect Color Protein Ladder (EURX)
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3.1.13. Ztoza/kolumny do chromatografii biatek

eChromatografia powinowactwa bialek do zloza z immobilizowanymi
jonami niklu

Ztoze Ni Sepharose High Performance (GE Healthcare)

Kolumna do chromatografii cieczowej Luer Lock, Non-jacketed, bed volume 49
mL (Sigma)

eSaczenie molekularne

Kolumna HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade (GE Healthcare)
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3.2. Metody

3.2.1. Rozdziat elektroforetyczny DNA w warunkach natywnych

Rozdziat elektroforetyczny DNA w warunkach natywnych prowadzono w 1%
zelu agarozowym (Rozdziat 3.1.11), w buforze 0,5x TBE, przy napieciu 120 —
130 V, w obecnosci markera masy DNA (Rozdziat 3.1.12), a nastepnie
analizowano w $wietle UV przy uzyciu zestawu do dokumentacji zeli GelLogic
200 (Kodak).

3.2.2. Rozdziat elektroforetyczny bialek w warunkach denaturujacych

Do rozdziatu elektroforetycznego biatek w warunkach denaturujgcych
stosowano aparat Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad). Zele sktadaty sie z
gornej warstwy zgeszczajgcej 5% oraz dolnej rozdzielajgcej 12% lub 15%, w
zaleznosci od masy czgsteczkowej analizowanych biatek (Rozdziat 3.1.11).
Przed rozdziatem badane preparaty byty mieszane z buforem obcigzajgcym 4x
SB (Rozdziat 3.1.7) w stosunku 3:1, inkubowane 5 min w temperaturze 95°C, a
nastepnie schfadzane na lodzie. Rozdziat prowadzono w buforze 1x TGS
(Rozdziat 3.1.8), przy stalym napieciu 200 V, w obecnosci markera masy
(Rozdziat 3.1.12). Rozdzielone w Zelu biatka wybarwiano w roztworze PageBlue
Protein Staining Solution (Thermo Scientific) lub dokonywano immunodetekciji
(Rozdziat 3.2.3).

3.2.3. Immunodetekcja biatek metoda western blot

Procedura immunodetekc;ji biatek obejmowata trzy etapy:

a)Transfer rozdzielonych w zelu biatek na membrane PVDF

Po rozdziale elektroforetycznym biatek w Zelu warunkach denaturujgcych
(Rozdziat 3.2.2), zaréwno zel jak i aktywowana w metanolu membrana PVDF
(Thermo Scientific) byly inkubowane przez 2 min w buforze 1x TGS (Rozdziat
3.1.8) zawierajgcym 20% (v/v) metanolu. Nastepnie w aparacie do

elektrotransferu metodg poétsuchg (Bio-Rad) uktadano nastepujgce warstwy:
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bibute PROTEAN Il (Bio-Rad), aktywowang membrane PVDF, zel oraz drugg
bibute. Transfer prowadzono przez okoto 1 godzine, przy statym natezeniu
odpowiadajgcym 1 mA na kazdy cm? pola powierzchni Zelu i napieciu

nieprzekraczajgcemu 15 V.

b)Przemywanie i inkubacja membrany w roztworach zawierajgcych
przeciwciata

Po transferze, membrane PVDF zawierajgcg rozdzielone biatka umieszczano w
podwojnej kasecie w aparacie SNAP i.d. (Merck Millipore). Dalszy ciag
procedury przeprowadzano zgodnie z  protokotem producenta, z
wykorzystaniem 15 ml buforu blokujgcego TBSTB (Rozdziat 3.1.8), 2,5 ml
buforu TBSTB zawierajgcego przeciwciata I|-rzedowe oraz |l rzedowe
(Rozdziat 3.1.7), a takze 3x 20 ml buforu TBST do przemywania po kazdym z

etapow.

c)Detekcja biatka zwigzanego do membrany
Detekcje kolorymetryczng prowadzono wykorzystujgc zestaw AP Detection
Reagent Kit (Rozdziat 3.1.6), zgodnie z protokotem dostarczonym przez

producenta.

3.2.4. Oczyszczanie DNA

Oczyszczanie wyizolowanych plazmidow (Rozdziat 3.2.7) oraz dsDNA po
reakcjach enzymatycznych prowadzono wykorzystujgc zestaw QIAquick PCR
Purification Kit (Rozdziat 3.1.6), zgodnie z zaleceniami producenta. Natomiast
izolacje DNA genomowego kleszcza prowadzono przy uzyciu zestawu DNeasy
Blood & Tissue Kit (Rozdziat 3.1.6), zgodnie z protokotem dostarczonym przez
producenta. Fragmenty DNA wycinane z Zzelu oczyszczano za pomocag
QIAquick Gel Extraction Kit (Rozdziat 3.1.6), zgodnie z zaleceniami producenta.
Stezenie oczyszczonego DNA okreslano metodg pomiaru absorpcji swiatta o
dtugosci fali A=260 nm, w spektrofotometrze Nanodrop (Thermo Scientific).
Jakos¢ DNA oceniano metodg elektroforezy w 1% zelach agarozowych
(Rozdziat 3.1.11).
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3.2.5. Powielanie DNA metodga PCR

eZ wykorzystaniem polimerazy Taq

Reakcje prowadzono w objetosci 50 pyl wg schematu podanego w Tabeli 3.5.

Tabela 3.5. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR-Tag.

Odczynnik llosé
Matryca DNA 1ng-1ug
Starter homologiczny do konca 5’ namnazanego fragmentu (3.1.5) 15 pmol
Starter komplementarny do kohca 3’ namnazanego fragmentu (3.1.5) 15 pmol
Mieszanina dNTP (Cp= 2,5 mM, Ck= 0,2 mM) 4 ul

MgClz (Cp= 25 mM, Cx= 3 mM) 6 pl

Bufor Taqg 10x (Thermo Scientific) 5l
Polimeraza Taq (Thermo Scientific, nr kat. 10342) 125U
H20 Do 50

Warunki reakcji:
Wstepna denaturacja: 94°C — 2 min
Synteza produktéw, 30 cykli: 94°C — 30 s, 52°C — 30 s, 72°C — 100 s/1 kz

Koncowe wydtuzenie produktow: 72°C — 7 min

oZ wykorzystaniem polimerazy o wysokiej doktadnosci kopiowania -
Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific)

Reakcje prowadzono w objetosci 50 pl wg schematu podanego w Tabeli 3.6:

Tabela 3.6. Sklad mieszaniny reakcyjnej PCR-Phusion.

Odczynnik llosé
Matryca DNA 1ng-10ng
Starter homologiczny do konca 5’ namnazanego fragmentu (3.1.5) 25 pmol
Starter komplementarny do korica 3' namnazanego fragmentu (3.1.5) 25 pmol
Mieszanina dNTP (Cp= 2,5 mM, Ck= 0,2 mM) 4 pl

Bufor HF 5x lub bufor GC* 5x (Thermo Scientific) 10 pl
DMSO* 100% (Ck= 3 — 9%) 1,5-4,5ul
Polimeraza Phusion Hot Start Il (Thermo Scientific) 1U

H20 Do 50 pl

* - stosowane opcjonalnie
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Warunki reakciji:

Wstepna denaturacja (aktywacja enzymu): 98°C — 30 s
Synteza produktow*, 35 cykli: 98°C — 10 s, 72°C — 30 s/1 kz
Koncowe wydtuzenie produktow: 72°C — 5 min

* - w przypadku zastosowania gradientu temperatury stosowano 35 cykli:
98°C -10s,48-68°C 10s,72°C —30s/1 kz

3.2.6. Konstrukcja wektoréw plazmidowych

3.2.6.1. Synteza cDNA do konstrukcji wektoréw ekspresyjnych

Podczas syntezy cDNA metodg PCR stosowano polimeraze Phusion o wysokiej
doktadnosci kopiowania (Rozdziat 3.2.5) oraz startery wprowadzajgce na
jednym bagdz obu koncach produktu sekwencje wymagane w dalszej
procedurze tworzenia konstruktow (Tabela 3.3). Matryce stanowity otrzymane
wczesniej plazmidy pET200-TROSPA [192] pMK-TROSPA_V4, pMK-
TROSPA_V5 i pMK-Salpl5 (zsyntetyzowane przez GeneArt, Life
Technologies). Mieszanine reakcyjng przygotowywano zgodnie z opisem w
Tabeli 3.6. Otrzymane preparaty cDNA oczyszczano przy pomocy zestawu
odczynnikéw QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) zgodnie z protokotem
producenta.

3.2.6.2. Powielanie wektorow ekspresyjnych z serii pMCSG

Wektory z serii pMCSG powielano za pomocg metody PCR wedtug schematu

zamieszczonego w Tabeli 3.7.

Tabela 3.7. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR-KOD.

Odczynnik llosé
Plazmid pMCSG7 lub pMCSG48 10 ng
pMCSG_F (3.1.5) 15 pmol
pPMCSG7_R lub pMCSG48_R* (3.1.5) 15 pmol
Mieszanina dNTP (Cp= 2,5 mM, Ck= 0,2 mM) 4 ul
Bufor KOD 10x (Merck Millipore) 5l
MgSOs4 (Cp= 25 mM, Ck= 1,5 mM) 3l
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Betaina (Cp=5 M, Ck=1 M) 10
Polimeraza KOD Hot Start (Merck Millipore) 1U
H20 Do 50 pl

* - do powielania wektora pMCSG7 uzywano startera pMCSG7_R, natomiast do powielania
pMCSG48 — pMCSG48_R

Warunki reakciji:

Wstepna denaturacja: 95°C — 2 min

Synteza produktow, 35 cykli: 95°C — 20 s, 60/65°C* - 10 s, 70°C — 4,5 min
* - pMCSG?7 - 60°C, pMCSG48 - 65°C

Po reakcji, produkt PCR rozcienczano 100x, a nastepnie uzywano 1 ul
rozcienczonego roztworu, jako matrycy w drugiej reakcji PCR wedtug schematu
zamieszczonego w Tabeli 3.7. Otrzymane produkty oczyszczano przy pomocy
zestawu odczynnikbw QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) zgodnie z

protokotem producenta.

3.2.6.3. Niezalezne od ligacji klonowanie do wektoréw ekspresyjnych z
serii pMCSG

W celu utworzenia jednoniciowych ,lepkich” koncéw w wektorach z serii
PMCSG oraz w klonowanych insertach, poddawano je reakcji wytrawiania
koncow przez polimeraze DNA T4 (posiadajgcg aktywnos¢ 325
egzonukleazowg) w obecnosci dGTP (trawienie wektora) lub dCTP (trawienie

insertu) wedtug schematu podanego w Tabeli 3.8.

Tabela 3.8. Sktad mieszanin reakcyjnych do tworzenia jednoniciowych koncéw dsDNA za
pomoca polimerazy T4.

Odczynnik llosé
DNA wektora lub insertu X*
dGTP/ dCTP (Cp= 50 mM, Ck=5 mM) 1,6 pl
BSA (Cp=1 mg/ml, Ck= 0,1 mg/ml) (Promega) 1,6 pl
DTT (Cp= 40 mM, Ck= 4 mM) 1,6 ul
Bufor NEB2 10x (NEB) 1,6 pl
Polimeraza DNA T4 (NEB) 1U

H20 Do 16 pl

* - okoto 50-80 ng insertu lub 150 ng wektora
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Warunki reakciji:

Inkubacja przez 40 min w 22°C, a nastepnie inaktywacja enzymu w 75°C przez
20 min.

Po inaktywaciji cieplnej enzymu dodawano 5 yl mieszaniny zawierajgcej wektor
do 16 yl mieszaniny zawierajgcej insert, a nastepnie inkubowano przez 5 min w
temperaturze pokojowe;j.

Dodawano 5 pl 25 mM EDTA i inkubowano kolejne 5 min w temperaturze
pokojowej.

Uzywano 10 pl mieszaniny do transformacji komérek bakteryjnych TOP10

(Rozdziat 3.1.2), zgodnie z zaleceniami producenta.

3.2.6.4. Ligacjado wektora pCR-XL-TOPO oraz pET200/D-TOPO

W celu otrzymania wektorow na bazie plazmidéw pCR-XL-TOPO oraz
pET200/D-TOPO prowadzono reakcje ligacji wektora i cDNA zgodnie z
protokotem producenta. Mieszanine wektora i cDNA (stosunek molowy 3:1)
inkubowano przez 5 min w 22°C, a nastepnie uzywano 3 pl do transformaciji
komérek bakteryjnych TOP10 (Rozdziat 3.1.2), zgodnie z zaleceniami

producenta.

3.2.6.5. Ligacja do wektora pFastBAC HT A

Plazmid pFastBac HT A i odpowiednie produkty PCR poddawano trawieniu
enzymami restrykcyjnymi EcoRI i Pstl (Promega). Mieszanine reakcyjng
przygotowywano zgodne z opisem zawartym w Tabeli 3.9. Produkty reakcji
oczyszczano przy pomocy zestawu odczynnikow QIAquick PCR Purification Kit

(Qiagen) zgodnie z zaleceniami producenta.

Tabela 3.9. Skiad mieszaniny i warunki reakcji trawienia dsDNA enzymami
restrykcyjnymi.

Odczynnik llosé

DNA 2,5ug

Bufor H (10x) (Promega) 5yl

BSA (Cp= 10 mg/ml, Cx= 0,1 mg/ml) (Promega) 0,5 pl

Enzym EcoRI (Cp= 12 U/ul, Ck= 0,96 U/ul) 4 ul

Enzym Pstl (Cp= 10 U/ul, Cx= 0,6 U/ul) 3yl

H20 Do 50 pl
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Warunki reakciji:
37°C-16h
80°C — 20 min (inaktywacja enzymu)

W celu otrzymania wektorow ekspresyjnych na bazie pFastBac HT A
prowadzono reakcje ligacji wektora i cDNA (stosunek molowy 3:1) wedtug

schematu zamieszczonego w Tabeli 3.10.

Tabela 3.10. Sklad mieszaniny reakcyjnej — ligacja cDNA z wektorem pFastBac HT A.

Odczynnik llosé
Wektor pFastBac HT A 60 ng
Insert 15 ng
T4 DNA Ligase Buffer 10x (Thermo Scientific) 2 ul
Ligaza DNA T4 (Thermo Scientific) 1U

H20 Do 20 pl

Warunki reakcji:
16°C—-16 h

Po reakgciji ligacji, pobierano 3 pyl mieszaniny reakcyjnej i transformowano nimi

komorki bakteryjne TOP10 (Rozdziat 3.1.2), zgodnie z zaleceniami producenta.

3.2.7. l1zolacja DNA

elzolacja DNA plazmidowego

- Pojedyncze kolonie bakteryjne, wyhodowane na statej pozywce LB z
antybiotykiem, przenoszono do 2 ml ptynnej pozywki LB zawierajgcej
odpowiedni antybiotyk (Rozdziat 3.1.9) i inkubowano 16 h w temperaturze 37°C,
wytrzgsajgc z predkoscig 300 rpm.

- Z hodowli pobierano 1,5 ml zawiesiny bakteryjnej i wirowano 1 min z
predkoscig 12 000 x g w temperaturze pokojowej.

- Supernatant dekantowano, a zawierajgcy bakterie osad zawieszano w 100 l
roztworu ALM1 (Rozdziat 3.1.8).

- Dodawano 200 pl swiezo przygotowanego roztworu ALM2 (Rozdziat 3.1.8),

delikatnie mieszano i inkubowano na lodzie przez 5 min.
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- Dodawano 150 ul 7,5 M octanu amonu, mieszano i inkubowano na lodzie
przez 20 min.

- Wirowano 20 min z predkoscig 12 000 x g w temperaturze pokojowej.

- Supernatant przenoszono do nowej probéwki, dodawano 1 ml 96% etanolu i
inkubowano na lodzie przez 20 min.

- Wirowano 15 min z predkoscig 12 000 x g w temperaturze pokojowej.

- Supernatant dekantowano, a osad przemywano 200 ul 70% etanolu.

- Wirowano 5 min z predkoscig 12 000 x g w temperaturze pokojowe;j.

- Supernatant dekantowano, a osad suszono w temperaturze pokojowe;j.

- Osad rozpuszczano w roztworze zawierajgcym 49,5 ul i 0,5 yl RNazy A (Cp=
10 mg/ml, C«= 0,1 mg/ml)

- Otrzymane plazmidy poddawano analizie (Rozdziat 3.2.8)

elzolacja DNA genomowego kleszcza
Izolacje DNA genomowego kleszczy wykonano przy uzyciu zestawu DNeasy

Blood & Tissue Kit (Qiagen), zgodnie z zaleceniami producenta.

3.2.8. Analiza konstruktéw plazmidowych

Obecnos¢ insertu w wektorach pCR-XL-TOPO oraz pET200/D-TOPO wstepnie
potwierdzano za pomocg ciecia enzymami restrykcyjnymi Nhel i Sacl (Life
Technologies) w buforze Tango zgodnie z zaleceniami producenta. Natomiast
obecnos¢ insertu w pozostatych wektorach weryfikowano metodg PCR z
wykorzystaniem polimerazy Taq (Rozdziat 3.2.5). W kazdym przypadku
stosowano pare starteréw, z ktorych jeden byt homologiczny do sekwencji
kodujgcej biatko, natomiast drugi byt komplementarny do sekwencji uzytego
wektora. Produkty reakcji analizowano metodg elektroforezy w 1% zelu

agarozowym (Rozdziat 3.2.1).

Wyselekcjonowane preparaty  poddawane byty  sekwencjonowaniu.
Sekwencjonowano obszar kodujgcy biatko wraz z miejscami ligacji z
wykorzystaniem zestawu odczynnikéw BigDye Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit (Life Technologies) oraz starteréw wymienionych w Tabeli 3.3.

Sktad i warunki reakcji sekwencjonowania podano w Tabeli 3.11:
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Tabela 3.11. Sklad mieszaniny i warunki reakcji sekwencjonowania.

Odczynnik llos¢
Matryca DNA (plazmid) 150 ng
Starter* 15 pmol
DMSO (Cp= 50%, Ck= 5%) 2 ul
BigDye buffer 5x 3l
Ready Reaction Premix 1ul
H20 Do 20 pl

* - do sekwencjonowania uzywano starteréw (Rozdziat 3.1.5): BAC-SEQ1 i BAC-SEQ2 —
wektory pFastBac HT A; T7TFWD i T7TREV — wektory z serii pMCSG oraz pET200; pUC/M13_F i
pUC/M13_R — wektory pCR-XL

Warunki reakcji:

Wstepna denaturacja: 94°C — 1 min

Synteza produktow, 35 cykli: 94°C — 10 s, 50°C — 10 s, 60°C — 4 min

Po reakcji PCR, do kazdej mieszaniny reakcyjnej dodawano 5ul 125 mM
roztworu EDTA i 60 pl 96% etanolu, mieszano, inkubowano przez 15 min i
wirowano (16 000 x g, 4°C, 30 min). Roztwor dekantowano, a powstaty osad
przemywano 200 ul 70% etanolu i ponownie wirowano (16 000 x g, 4°C, 10
min). Roztwér dekantowano, a osad suszono i rozpuszczano w 10 l
formamidu. Tak przygotowane prébki przekazywano Wydziatowej Pracowni
Technik Biologii Molekularnej, Wydziatu Biologii, Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu, w ktérej prowadzone byly dalsze etapy

sekwencjonowania.

3.2.9. Mutageneza cDNA

Mutageneze cDNA przeprowadzano w kilku etapach:

a)Alkaliczna denaturacja DNA stanowigcego matryce do mutagenezy

Denaturowano 1-10 yg DNA w roztworze zawierajgcym 40 pl H20 oraz 10 pl 1

M NaOH z dodatkiem 1 mM EDTA, a nastepnie inkubowano przez 15 min w
37°C.
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Do mieszaniny dodawano 5 pl 3 M octanu sodu (pH 4,8) w celu neutralizacji
roztworu, a nastepnie wytrgcano DNA poprzez dodatek 150 pyl 96% etanolu o

temperaturze 4°C.

Wirowano przez 10 min w temperaturze 4°C (212000 x g). Delikatnie
dekantowano supernatant, a osad przemywano 70% etanolem. Ponownie
wirowano przez 2 min, dekantowano, suszono przez 15 min w 37°C, a

nastepnie DNA rozpuszczano w H20.

b)Amplifikacja matrycowego DNA z wykorzystaniem starteréw

wprowadzajgcych mutacje

Reakcje PCR prowadzono w objetosci 50 pl wg schematu podanego w
Tabeli 3.12.

Tabela 3.12. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR-Phusion.

Odczynnik llosé

Matryca - plazmidowy DNA 500 ng

Starter homologiczny lub komplementarny do namnazanego fragmentu | 100 pmol
(3.1.4)*

Mieszanina dNTP (Cp= 2,5 mM, Ck= 0,2 mM) 4 ul
Bufor GC 5x (Thermo Scientific) 10 pl
Polimeraza Phusion Hot Start Il (Thermo Scientific) 1U

H20 Do 50 pl

*- przygotowywano dwie mieszaniny reakcyjne, z ktoérych jedna zawierata starter homologiczny,
a druga starter komplementarny do namnazanego fragmentu

Warunki reakcji:
Wstepna denaturacja (aktywacja enzymu): 98°C — 30 s
Synteza produktow, 10 cykli: 98°C — 10 s, 70°C - 30 s, 72°C — 3 min

Koncowe wydtuzanie produktéw: 72°C — 5 min

Po 10 cyklach, obydwie mieszaniny tgczono ze sobg, a nastepnie

przeprowadzano kolejne 20 cykli reakcji PCR w tych samych warunkach.
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c)Oczyszczanie produktéw PCR i trawienie Dpnl

Produkty reakcji oczyszczano przy pomocy zestawu odczynnikdw QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen) zgodnie z zaleceniami producenta, a nastepnie
poddano dziataniu enzymu Dpnl, ktéry trawi wytgcznie DNA metylowane
(matryca w reakcji PCR). Proces ten umozliwia strawienie DNA stanowigcego
matryce, pozostawiajgc niosgce mutacje produkty reakcji PCR. Reakcje
trawienia prowadzono wedtug schematu zawartego w Tabeli 3.13. Jako kontrole

trawiono rowniez plazmid stanowigcy matryce w reakcji PCR (Tabela 3.12).

Tabela 3.13. Sktad mieszaniny i warunki reakcji trawienia metylowanego DNA za pomoca
enzymu Dpnl.

Odczynnik llosé
DNA okoto 5 ug
Bufor Multi-Core (10x) (Promega) 5l

BSA (Cp=10 mg/ml, Ck= 0,1 mg/ml) (Promega) 0,5 pl
Enzym Dpnl (Promega) 50U

H20 Do 50

Warunki reakcji:
37°C-3h

Po reakcji trawienia, 10 pl prébki analizowano metodg elektroforezy w 1% zelu
agarozowym (Rozdziat 3.2.1), jako kontrole stosowano: (i) plazmid wyjsciowy
oraz (ii) ten sam plazmid poddany trawieniu Dpnl. Pozostate 20 pl prébki
oczyszczano przy pomocy zestawu odczynnikow QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen) zgodnie z zaleceniami producenta, a kolejne 20 ul przeznaczano do

transformacji komérek bakteryjnych TOP10 wedtug protokotu producenta.

d)Analiza konstruktow

Z transformowanych komérek izolowano DNA plazmidowy zgodnie z procedurg

przedstawiong w Rozdziale 3.2.7, a nastepnie sprawdzano czy mutacje zostaty

poprawnie wprowadzone zgodnie z procedurg opisang w Rozdziale 3.2.8.
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3.2.10. Konstrukcja wektora bakulowirusowego (bakmidu)

W celu uzyskania rekombinowanego bakmidu, utworzonym wczesniej
konstruktem pFastBac HT A (Rozdziat 3.2.6.5) transformowano komorki
kompetentne DH10Bac (Rozdziat 3.1.2) zgodnie z zaleceniami producenta.
Jednoczesnie, jako kontrole pozytywng stosowano wektor pFastBac HT-CAT.
Nastepnie prowadzono selekcje kolonii bakteryjnych na podstawie testu
a-komplementacji (ang. blue-white screening). Wybrane biate kolonie
bakteryjne byty pasazowane na statg pozywke LB (Rozdziat 3.1.9) (z dodatkiem
kanamycyny (Ck= 50 pg/ml), gentamycyny (Ck= 7 pg/ml), tetracykliny (Ck= 10
pg/ml), Bluo-gal (Ck= 100 pg/ml) oraz IPTG (Ck= 40 pg/ml)), a nastepnie
inkubowane przez noc w 37°C.

Biate kolonie przenoszono do 2 ml ptynnej pozywki LB (Rozdziat 3.1.8) (z
dodatkiem kanamycyny (Ck= 50 pg/ml), gentamycyny (Ck= 7 ug/ml), tetracykliny
(Ck= 10 pg/ml)) i inkubowano 16 h w temperaturze 37°C, wytrzgsajgc z
predkoscig 300 rpm.

Bakmid izolowano zgodnie z procedurg opisang w Rozdziale 3.2.7 ze
zmianami:

1. Stosowano bufor ALM1b zamiast ALM1.

2.Po wytrgcaniu, DNA rozpuszczano w 10 mM Tris-HCI pH 8.

3.2.11. Analiza bakmidow

Obecnos¢ insertow w bakmidach weryfikowano metodg PCR z wykorzystaniem
polimerazy Taq wedlug schematu podanego w Tabeli 3.14. Produkty reakcji

analizowano metodg elektroforezy w 1% zelu agarozowym (Rozdziat 3.2.1).

Tabela 3.14. Sklad mieszaniny reakcyjnej PCR-Bak.

Odczynnik llos¢
Bakmid 100 ng
pUC/M13_F 12,5 pmol
pUC/M13_R 12,5 pmol
Mieszanina dNTP (Cp= 2,5 mM, C«= 0,2 mM) 4 ul
MgClz (Cp= 25 mM, Cx= 3 mM) 6 ul

Bufor Taq 10x (Thermo Scientific) 5l
Polimeraza Taq (Thermo Scientific) 125U
H20 Do 50 pl
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Warunki reakciji:
Wstepna denaturacja: 94°C — 2 min
Synteza produktéw, 30 cykli: 94°C — 30 s, 55°C - 30 s, 72°C — 3 min

Koncowe wydtuzenie produktow: 72°C — 7 min

3.2.12. Otrzymywanie rekombinowanych bakulowiruséw

Poprawnie skonstruowane bakmidy wykorzystano do transfekcji komoérek
owadzich Sf21 (Rozdziat 3.1.3) w celu wyprodukowania, a nastepnie
namnozenia rekombinowanych bakulowirusow. Stoki wirusowe
przygotowywano zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta
Bac-to-Bac Baculovirus Expression System (Rozdziat 3.1.6) z uwzglednieniem

wymienionych ponizej zmian:

eTransfekcja komérek z linii Sf21

Komorki Sf21 zawieszono w pozywce hodowlanej TC-100 z dodatkiem FBS i
antybiotykéw (Rozdziat 3.1.10). Do kazdej studzienki na 6-dotkowej ptytce
hodowlanej przeniesiono po 2ml zawiesiny komaérkowej (800 tys. komorek/ml).
Inkubowano w 27°C okoto 1h (do momentu przyklejenia sie komoérek do

powierzchni studzienki).

W miedzyczasie przygotowano mieszanine transfekcyjng, w ktérej sktad
wchodzito:

a) 7 ul Cellfectin Il Reagent (Life Technologies) + 100 pl pozywki TC-100
(niewzbogaconej, czyli bez dodatku FBS i antybiotykéw)

b) 5 yl bakmidu (C=500 ng/ul) + 100 pl pozywki TC-100 (niewzbogaconej)
Potgczono mieszanine a) i b), a nastepnie inkubowano przez 30 min w
temperaturze pokojowej. Do uzyskanej mieszaniny transfekcyjnej dodano 0,8

ml pozywki TC-100 (niewzbogaconej) delikatnie mieszajgc.

Po przyklejeniu sie komorek do dna studzienki znad ich powierzchni zebrano
supernatant, a nastepnie 3-krotnie przemyto je 1 ml pozywki TC-100

(niewzbogacone)).
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Do komérek dodano 1 ml mieszaniny transfekcyjnej. Nastepnie inkubowano je
przez 5 h w temperaturze 27°C.

Po 5 h inkubacji usunieto mieszanine transfekcyjng znad hodowli, a komaérki
zalano 2 ml TC-100 z dodatkiem FBS i antybiotykdw. Tak przygotowang
hodowle inkubowano w 27°C od 3 do 6 dni (do momentu pojawienia sie infekcji
wirusowej).

Po uptywie tego czasu pozywke zawierajgcg rekombinowane wiriony zbierano
znad hodowli do 2ml probowek, odwirowywano (500 x g, 5 min), a supernatant

(okoto 1,8 ml) przenoszono do nowej probdwki.

eNamnazanie stoku zawierajgcego rekombinowane bakulowirusy

Przygotowano zawiesing komorek Sf21 o stezeniu 800 tys. komérek/ml w 10 ml
pozywki TC-100 z dodatkiem FBS i antybiotykow. Do butelki hodowlanej T-75
przeniesiono 10 ml przygotowanej zawiesiny. Inkubowano w 27°C do momentu
przyklejenia sie komoérek do dna butelki (okoto 1h). Do tak przygotowanej
hodowli dodano 100 pl pozywki zawierajgcej rekombinowane wiriony. Komorki
inkubowano przez 8 dni w 27°C. Po uptywie tego czasu supernatant zbierano i

odwirowywano (500 x g, 5 min).

3.2.13. Otrzymywanie biatek

3.2.13.1. Przygotowywanie szczepow bakteryjnych

Komorki bakteryjne przeznaczone do produkcji biatek przygotowywano w
oparciu 0 szczepy E. coli BL21-Star oraz SHuffle (Rozdziat 3.1.2). Do 50 pl
zawiesiny komorek kompetentnych dodawano 1 pl roztworu wektora
ekspresyjnego (10 ng/ul) i przeprowadzano transformacje metodg szoku
cieplnego. Zawiesine bakterii delikatnie mieszano i inkubowano kolejno: na
lodzie (30 min), w 42°C (30 s) i ponownie na lodzie (5 min). Dodawano ogrzang
do temperatury pokojowej pozywke SOC i wytrzgsano przez 1 h z predkoscig
250 rpm (Tabela 3.15). Otrzymang zawiesing transformowanych bakterii
zaszczepiano 10 ml ptynnej pozywki LB z antybiotykiem. Bakterie inkubowano

przez 16 h w 30/37°C przy predkosci wytrzgsania 300 rpm, otrzymujgc
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zawiesine bakterii w stacjonarnej fazie wzrostu. Uzyskang hodowle stosowano
do zaszczepienia Swiezej pozywki LB z antybiotykiem, w ktorej prowadzono
produkcje biatka (Rozdziat 3.2.13.2).

W celu sporzgdzenia stokow bakteryjnych do swiezej probowki pobierano 0,6
ml zawiesiny z hodowli bakterii w fazie logarytmicznego wzrostu (warto$¢ ODeoo
wynoszaca 0,4 — 0,6). Nastepnie dodawano takg samg objeto$¢ (0,6 ml) 50%
roztworu glicerolu, delikatnie mieszano, zamrazano w ciektym azocie i
przechowywano w -80°C. W celu wznowienia hodowli niewielkg iloscig
zamrozonego preparatu zaszczepiano ptynng pozywke LB z odpowiednim
antybiotykiem. Bakterie inkubowano przez 16 h w odpowiedniej temperaturze
(Tabela 3.15), przy predkosci wytrzgsania 300 rpm, otrzymujgc zawiesine

bakterii w stacjonarnej fazie wzrostu.

Tabela 3.15. Warunki transformacji szczepéw E. coli BL21-Star oraz SHuffle.

BL21-Star SHuffle T7
Objetosé doganej pozywki SOC po 250 950 il
transformaciji
Regeneracja komérek po transformacji 37°C przez 1h 30°C przez 1h
Temperatura hodowli bakterii 37°C 30°C

3.2.13.2. Produkcja biatek w komérkach bakteryjnych

W celu wyprodukowania biatek heterologicznych w bakteriach ptynng pozywke
LB z odpowiednim antybiotykiem zaszczepiano zawiesing bakterii danego
szczepu ekspresyjnego (BL21-Star lub SHuffle) w stacjonarnej fazie wzrostu w
stosunku 20:1. Hodowle prowadzono w 30/37°C (Tabela 3.15) wytrzgsajgc z
predkoscig 300 rpm do momentu osiggniecia przez zawiesine bakterii gestosci
optycznej ODeoo okoto 0,4 — 0,6. Ekspresje biatka indukowano przez dodanie
roztworu izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozydu (IPTG) do stezenia kohcowego
0,4 (SHuffle) lub 0,5 mM (BL21). Produkcje prowadzono przez 16 h w 16°C
(BL21-Star oraz SHuffle) wytrzgsajgc hodowle z predkoscig 300 rpm. Po tym
czasie zawiesinge bakterii wirowano (6000 x g, 4°C, 6 min), pozywke

dekantowano, a osad bakteryjny zamrazano w -80°C.
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3.2.13.3. Produkcja biatek w komérkach owadzich

Komorki z linii High Five zawieszono w 90 ml pozywki Express Five SFM
(Rozdziat 3.1.10) bez dodatku nystatyny, a nastepnie przenoszono do kolby
Erlenmeyera o pojemnosci 250 ml. Stezenie komdrek w powstatej zawiesinie
wynosito 2 min komoérek/ml. Do komoérek dodano 10 ml przygotowanego
wczesniej stoku wirusowego (Rozdziat 3.2.12). Komoérki inkubowano przez 96h
w 27°C, wytrzgsajgc z predkoscig 120 rpm. Po tym czasie komorki oddzielano
od pozywki przez wirowanie (5 min, 200 x g). Pozywke dekantowano, a komorki
przeptukiwano buforem 1x PBS i ponownie wirowano. Bufor PBS dekantowano,

a osad komoérkowy zamrazano w -80°C.

3.2.13.4. Analiza rozpuszczalnosci biatek

Zwirowany osad komoérek bakteryjnych lub komdérek owadzich pochodzacy z 1
ml hodowli zawieszano w 300 ul buforu do lizy komérek bakteryjnych/owadzich
(Rozdziat 3.1.8). Preparat wytrzgsano z predkoscig 200 rpm przez 15 min, a
nastepnie wirowano (16 000 x g, 15 min, 4°C). Supernatant zawierajgcy frakcje
biatek rozpuszczalnych przenoszono do nowej probéwki, a osad zawieszano w
300 ul buforu 1x SB. Zebrane frakcje analizowano metodg SDS-PAGE
(Rozdziat 3.2.2) oraz przez immunodetekcje biatek (Rozdziat 3.2.3).

3.2.13.5. I1zolacja i oczyszczanie biatek

eChromatografia powinowactwa bialek do zloza z immobilizowanymi
jonami niklu (INiAC)

Zwirowany osad komorek bakteryjnych lub komodrek owadzich
zawieszano w 35 ml buforu do lizy (Rozdziat 3.1.8) i wytrzgsano z predkoscig
200 rpm przez 15 min. Preparat sonikowano w cyklach 2 s sonikacji/10 s
przerwy przez 4 min (komorki bakteryjne) lub 1 min (komérki owadzie), przy
amplitudzie drgan odpowiednio 80% Ilub 60%, w 4°C. Po sonikacji preparat
wirowano przez 30 min w 4°C (35 000 x g). Supernatant nanoszono na 5 ml

upakowanego ztoza Ni Sepharose HP (Rozdziat 3.1.13), umieszczonego w
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kolumnie o objetosci 49 ml (Rozdziat 3.1.13) i zrownowazonego wczesniej
odpowiednim buforem ptuczacym (Rozdziat 3.1.8). Nastepnie zloze
przemywano pieciokrotnie 50 ml buforu ptuczgcego®, z wykorzystaniem
systemu podcisnieniowego. Do tego celu zaadaptowano kolektor
podcisnieniowy Vac-Man (Promega) umozliwiajgcy znaczne usprawnienie
chromatografii INIAC, dzieki mozliwosci réwnolegtego prowadzenia kilku
rozdziatbw w tym samym czasie oraz przyspieszonemu przeptywowi fazy
ruchomej, przy zachowaniu wysokiej jakosS¢ rozdziatu. Warunkiem
zastosowania powyzszej metody jest dobre wigzanie sie ze ztozem biatka ze
znacznikiem HisTag. Metoda ta okazata sie na tyle skuteczna, ze zostata na
state wdrozona jako standardowa metoda oczyszczania biatek ze znacznikiem
histydynowym w laboratorium Zaktadu Biologii Molekularnej i Systemowej ICHB
PAN.

Oczyszczone biatko eluowano grawitacyjnie w 20 ml buforu
wymywajgcego (2 razy po 10 ml) (Rozdziat 3.1.8). Na koniec ztoze przemywano
40 ml buforu wymywajgcego, a nastepnie rownowazono przemywajgc 2 razy 50
ml buforu ptuczacego.

Biatka fuzyjne zawierajgce sekwencje rozpoznawang przez proteaze
TEV poddawano trawieniu podczas dializy wobec buforu zawierajgcego 25 mM
Tris-HCI pH 7,9; 500 mM NaCl, 1 mM TCEP pH 7,9 oraz 0,1 mg proteazy TEV
na kazdy 1 mg rekombinowanego biatka. Objetos¢ buforu dializacyjnego
ustalano w taki sposodb, aby stezenie koncowe imidazolu w preparacie po
dializie wynosito 20 mM. Dialize prowadzono przez noc w temperaturze 6°C -
8°C. W celu usuniecia proteazy TEV oraz odcietej czesci biatka fuzyjnego
zawierajgcej znacznik histydynowy, preparat biatkowy naktadano ponownie na
zrownowazone ztoze Ni Sepharose HP. Oczyszczone biatko zbierano
grawitacyjnie do nowej probdéwki, po czym ztoze przemywano 5 ml buforu

ptuczgcego. Zebrane frakcje analizowano metodg SDS-PAGE (Rozdziat 3.2.2).

* - Przy oczyszczaniu petnej dtugosci biatka TROSPA i mutantéw substytucyjnych V1 — V5
ztoze przemywano 5 krotnie 50 ml buforu ptuczgcego (3.1.8) z dodatkiem imidazolu w
stezeniach: 20, 40, 60, 80 i 90 mM.
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eSaczenie molekularne

Preparat zawierajgcy oczyszczone biatko zageszczano poprzez
ultrafiltracje do okoto 4 ml na filtrze Amicon Ultra-15 (Merck Millipore) o punkcie
odciecia (MWCO, ang. molecular weight cut-off) 10 000 Da (4700 x g, 4°C).
Zageszczony preparat naktadano na kolumne HiLoad 16/60 Superdex 200
(Rozdziat 3.1.13) zrébwnowazong wczesniej odpowiednim buforem. Rozdziat w
warunkach natywnych prowadzono w buforze nSEC w temperaturze 4°C,
natomiast w warunkach denaturujgcych w buforze dSEC w temperaturze 20°C
(Rozdziat 3.1.8). Rozdziat prowadzono w systemie AKTAprime plus. Zebrane
frakcje analizowano metodg SDS-PAGE (Rozdziat 3.2.2).

3.2.13.6. Pomiar stezenia biatka

Stezenie biatka okreslano przy uzyciu spektrofotometru ND-1000
(NanoDrop). Przyblizone stezenia biatek wyznaczano poprzez pomiary
absorbanciji przy dtugosci fali 280 nm. Aby doktadnie ustali¢ stezenie biatka w
roztworze homogennym mierzono absorbancje przy dtugosci fali 280 nm z
uwzglednieniem masy molowej biatka oraz molowego wspétczynnika ekstynkciji

wyznaczonego za pomocg programu ProtParam (Rozdziat 3.2.21).

3.2.14. Badanie aktywnosci biatek — testy immunoenzymatyczne ELISA

oW buforze PBST (Rozdziat 3.1.8) przygotowywano roztwory preparatéw
biatkowych (TROSPA lub Salp15) o stezeniu 5 pg/ml. Do dotkow w ptytkach 96-
dotkowych Microlon 600 High Binding (Greiner) nanoszono po 100 pl
przygotowanych preparatow. Dla kazdego badanego biatka przygotowywano po
dwie ptytki — wkasciwg oraz kontrolna.

ePlytki inkubowano przez noc w 4°C.

ePlytki przemywano 5-krotnie buforem PBST (5x 300 pl/dotek), z
wykorzystaniem automatycznego aparatu ImmunoWash 1575 (Bio-Rad).

eDo dotkdbw nanoszono po 250 pl buforu PBSTB3 i inkubowano przez noc w
4°C.

68



Materiaty i Metody

oPlytki przemywano 5-krotnie buforem PBST (5x 300 ul/dotek), z
wykorzystaniem automatycznego aparatu ImmunoWash 1575 (Bio-Rad).

eDo dotkéw nanoszono po 100 pl roztworu biatka OspA (do badan TROSPA)
lub OspC (do badan Salp15) o stezeniu 250 pg/ml w buforze PBSTBA1,
zaczynajgc od 2 kolumny (1 kolumna — bufor PBSTB1). W kazdej kolejnej
kolumnie stezenie biatka byto 2-krotnie nizsze niz w kolumnie poprzedniej, np.
stezenie biatka w 2 kolumnie — 250 pg/ml, 3 — 125 ug/ml, 4 — 62,5 pg/ml itd. Do
dotkdw w ptytkach kontrolnych analogicznie nanoszono po 100 ul roztworu
biatka OspC (kontrola w badaniach TROSPA) lub OspA (kontrola w badaniach
Salp15).

eInkubowano 1 h w temperaturze pokojowej.

oPlytki przemywano 5-krotnie buforem PBST (5x 300 pl/dotek), =z
wykorzystaniem automatycznego aparatu ImmunoWash 1575 (Bio-Rad).

eDo dotkéw nanoszono po 100 ul buforu PBSTB1 zawierajgcego odpowiednie
przeciwciato |-rzedowe (Rozdziat 3.1.7).

einkubowano 1 h w temperaturze pokojowej.

oPlytki przemywano 5-krotnie buforem PBST (5x 300 ul/dotek), =z
wykorzystaniem automatycznego aparatu ImmunoWash 1575 (Bio-Rad).

e¢Do dotkéw nanoszono po 100 ul buforu PBSTB1 zawierajgcego odpowiednie
przeciwciato llI-rzedowe sprzezone z alkaliczng fosfatazg (Rozdziat 3.1.7).
elnkubowano 1 h w temperaturze pokojowej.

oPlytki przemywano 5-krotnie buforem PBST (5x 300 ul/dotek), z
wykorzystaniem automatycznego aparatu ImmunoWash 1575 (Bio-Rad).

eDo dotkdbw nanoszono po 100 ul roztworu zawierajgcego substrat dla
alkalicznej fosfatazy Alkaline Phosphatase Substrate Kit (Bio-Rad) i
inkubowano do zabarwienia sie roztworu na kolor zétty (okoto 20 min).

eReakcje zatrzymywano poprzez dodanie po 100 ul 0,4 M NaOH.
eDokonywano odczytu absorbancji przy dlugosci fali 405-420 nm za pomocg
automatycznego czytnika do ptytek Microplate Reader (Model 550, Bio-Rad).

Analizy statystyczne wynikow ELISA prowadzono poprzez porownanie

grupy referencyjnej/kontrolnej z grupg badang przy uzyciu testu t-Studenta dla
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zmiennych niepowigzanych. Roznice przy p < 0,05 uznano za statystycznie
istotne.

3.2.15. Przesiewowe testy krystalizacyjne

Przesiewowe testy krystalizacyjne biatek przeprowadzano metodg kropli
siedzgcej przy uzyciu robota Gryphon Xtallization Robot (ARI) oraz 6 zestawow
buforéw do krystalizacji biatek (Rozdziat 3.1.6). Przed natozeniem biatka na
ptytke preparat wirowano przez 30 min w 20°C, z predkoscig 16 000 x g. Na
jedng ptytke 96-dotkowg (INTELLI-PLATE 96-3 Low Volume Reservoir, ARI)
wykorzystywano okoto 40 pl biatka (96 kropel o objetosci 400 nl) w buforze
nSEC. Krople biatka mieszano z buforem krystalizacyjnym w stosunku 1:1 lub

2:1. Plytki inkubowano w temperaturze 20°C.

3.2.16. Pomiary dynamicznego rozpraszania swiatta (DLS)

Promien hydrodynamiczny (Rn) biatek wyznaczano poprzez pomiary
dynamicznego rozpraszania Swiatta (DLS) przy uzyciu spektroskopu Zetasizer
MV (Malvern Instruments). Do oszacowania masy biatka globularnego na
podstawie jego promienia hydrodynamicznego wykorzystano oprogramowanie
Zetasizer 7.11 (Malvern Instruments).

Do pomiaréw wykorzystywano 4 ul preparatu w buforze nSEC o stezeniu
biatka C= 2 mg/ml, umieszczonego w kuwecie kwarcowej o dlugosci drogi
optycznej wynoszgcej 1 cm (Hellma QS 105.231). Kazdorazowo wykonywano
13 pomiarbw w temperaturze pokojowej. Pomiary przeprowadzano
bezposrednio po zageszczeniu oraz zwirowaniu roztworu biatka (10 min,
21000 x g, 4°C). Jesli po powyzszych zabiegach w preparacie nadal
wystepowaty zagregowane formy biatka, poddawano je dodatkowo filtracji na
filtrach probéwkowych Microcon YM-100 (Sigma), o punkcie odciecia 100 000
MWCO (5 — 10 min, 14 000 x g, 4°C).

Pomiary DLS wykorzystywano réwniez do analizy temperatury topnienia
biatka (Tm) oraz zmian Rn biatka w réznych temperaturach. Dane zbierano w

zakresie temperatur wynoszgcym od 4°C do 80°C (AT=2°C), po 5 min inkubacji
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preparatu w danej temperaturze, przy szybkosci ogrzewania probki wynoszgcej
1°C/min. Dla zadanej temperatury kazdorazowo wykonywano 13 pomiardw.
Technike DLS zastosowano réwniez do pomiaru zmian Rn biatka w
warunkach denaturujgcych, w moczniku o stezeniu wynoszgcym: O; 1; 2; 3; 4,
4,5; 5; 5,5; 6; 6,5; 7; 7,5; 8 lub 8,75 M oraz w chlorowodorku guanidyny o
stezeniu wynoszgcym: 0; 1; 2; 3; 3,5; 3,7; 3,9; 4,1; 4,3; 4,5; 4,7, 4,9; 51, 5,3;
5,5; 6 lub 7 M. Przed pomiarem do prébek w buforze nSEC dodawano zwigzek
denaturujgcy, a nastepnie prébki inkubowano przez 20 min w temperaturze
pokojowej, po czym wirowano przez 10 min (21 000 x g, 20°C). Kazdorazowo

wykonywano 13 pomiarow w temperaturze pokojowe;j.

3.2.17. Pomiary dichroizmu kotowego (CD)

Widma dichroizmu kotowego (CD) dla biatka uzyskano przy uzyciu
spektrometru J-815 CD (JASCO) wyposazonego w przystawke termostatujgcg
Peltiera. Okoto 600 pl roztworu biatka (C= 50 upg/ml) w buforze CDB
(Rozdziat 3.1.8) poddawano analizie w kuwecie kwarcowej o dtugosci drogi
optycznej wynoszgcej 2 mm (Hellma 100-QS). Akumulowano widmo z trzech
pomiaréw przeprowadzonych w trybie ciggtym (ang. continuous scanning
mode), przy predkosci skanowania 50 nm/min, szerokosci pasma — 1 nm,
zbiorze danych co 0,5 nm i czasie integracji danych (DIT) wynoszacym 1
sekunde. Dane zbierano w zakresie dtugosci fali od 185 do 350 nm lub od 185
do 260 nm podczas analizy temperatury topnienia biatka (Tm). Pomiary Tm
biatka wykonano w zakresie temperatur od 20 do 90°C (AT=2°C), przy
szybkosci ogrzewania probki wynoszacej 1°C/min. Widma przetwarzano w
programie Spectra Manager (JASCO) przy uzyciu filtra Savitzky-Golay
(wygtadzanie z uzyciem okna 20 punktowego), a nastepnie analizowano w
programie CONTIN-LL dostepnym na serwerze obliczeniowym DichroWeb.
Jako zestaw referencyjny do analizy danych wykorzystano baze zawierajgca
widma CD dla 48 biatek, w tym dla pieciu biatek zdenaturowanych (DichroWeb;

reference set 7).
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3.2.18. Pomiary matokatowego rozpraszania promieni rentgenowskich
(SAXS)

Dane matokgtowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego
zostaty zebrane w dwdch centrach synchrotronowych MAX Lab w Lund
(Szwecja) [193] oraz EMBL dziatajgcym przy osrodku DESY w Hamburgu
(Niemcy) [194].

Bezposrednio przed pomiarem probki do pomiarow SAXS byty wirowane
(10 min, 21 000 x g, 4°C) w celu usuniecia pecherzykdéw powietrza oraz
agregatow biatek. Prébki biatka (C=1 - 12mg/ml) w buforze nSEC
(Rozdziat 3.1.8) o objetosci 20 pyl umieszczano w kapilarze za pomocg robota.
W celu osiggniecia lepszej jakosci wykonywano cztery pomiary, ktdre nastepnie
usredniano. Do rejestracji dyfrakcji wykorzystano detektor Pilatus 1M pixel X-
ray detector (Dectris). Do pomiaréw wykorzystywano dtugo$é fali 0,91 A. Zakres
pomiarowy wektora rozpraszania (s) zawierat sie w granicach 0,01 < s < 4,5
nm1 (MAX IV) lub 0,088 < s < 5 nm! (DESY). Krzywe rozpraszania tla
pochodzgce od buforu, mierzono zawsze przed i po pomiarze badanego
uktadu. Wyniki zostaty opracowane za pomocg pakietu programéw PRIMUS 3.2
[195], w ktérym wyznaczano rowniez mase oraz objetos¢ biatek wraz z otoczkg

hydratacyjng.

3.2.19. Modelowanie kompleksu bialek TROSPA_NA44 i OspA in silico

Modele biatka TROSPA NA44 uzyskano przy uzyciu metody EOM [196]
na podstawie danych SAXS. Ze wzgledu na fakt, iz modele wygenerowane
przez EOM posiadajg informacje jedynie o potozeniu atomu definiujgcego
potozenie wegla Ca (tzw. modele Ca), modele petnoatomowe TROSPA NA44,
zawierajgce zrekonstruowane fancuchy gtbwne oraz grupy boczne, odtworzono

za pomocg algorytmu REMO [197].
eDokowanie molekularne

Uzyskane modele TROSPA_NA44 wykorzystano do dokowania
molekularnego do biatka OspA_NA17 (PDB ID: 10SP) na serwerze ClusPro 2.0
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[198], GRAMM-X [199] oraz Hex [200], wykorzystujgc domysiny zestaw

parametréw.

eDynamika molekularna

Wybrane modele kompleksu TROSPA NA44-OspA poddano symulaciji
dynamiki molekularnej. Przed symulacjg tadunek biatka zostat zneutralizowany.
Relaksacje struktury przeprowadzono w polu sitowym amber99SB [201] przy
uzyciu pakietu GROMACS [202] oraz zastosowaniu nastepujgcych parametréw:
temperatura 298 K, zespo6t izotermiczno-izobaryczny (stata liczba czgstek, stata
temperatura i cisnienie, NPT), w 0,1 M NaCl, przy uzyciu modelu
tréjpunktowego wody (TIP3P). Walidacje otrzymanych modeli przeprowadzano
w programie CHIMERA 1.10.1 [203].

Dmax i objetoS¢ (wraz z otoczkg hydratacyjng) modeli biatek oraz
kompleksu TROSPA NA44-OspA wyznaczano w programie CRYSOL 2.8
[204].

3.2.20. Analiza sekwencji aminokwasowej biatek za pomoca narzedzi

bioinformatycznych

Analize sekwencji aminokwasowej biatek prowadzono przy uzyciu ponizszych

narzedzi bioinformatycznych:

eTMpred, TMHMM, DAS - predykcja obecnosci domen transbtonowych
[88,205,206]

ePhobius - predykcja obecnosci domen transbtonowych oraz peptydow
sygnalnych [207]

ePrediSi — predykcja obecnosci peptydéw sygnalnych [208]

eMetaDisorder Server — predykcja stopnia nieuporzgdkowania biatka [209]
eProtParam — obliczanie wspoétczynnika ekstynkcji biatka [210]

eProtein Calculator — obliczanie wypadkowego tadunku biatka w okreslonym pH
roztworu [211]

eCompute pl/Mw — obliczanie teoretycznego punktu izoelektrycznego biatka
[210]
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eProtScale — obliczanie znormalizowanej hydrofobowosci biatka [210]
eMoRFprep I ANCHOR - przewidywanie wystepowania w biatku tzw.
elementéw molekularnego rozpoznania (ang. Molecular Recognition Features)
[212,213]
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4. Wyniki

4.1. Przygotowanie obiektéow badan

Zgodnie z przyjetymi na wstepie zatozeniami obiektem podejmowanych
badan miaty by¢ dwu- lub wielosktadnikowe kompleksy biatkowe tworzace sie
podczas zasiedlania réznych organdéw kleszcza przez patogenne bakterie.
Biorgc pod uwage fakt, iz produkcja biatek bakteryjnych w powszechnie
stosowanych bakteryjnych systemach ekspresyjnych nie powinna nastreczac
powaznych probleméw uznano, ze czynnikiem limitujgcym postep prac bedzie
uzyskanie homogennych biatek kleszcza. Jako potencjalne obiekty badan
wybrano pochodzgce od . ricinus biatko TROSPA oraz biatka z rodziny Salp15
(Iric-1, Iric-2 oraz Iric-3). W przypadku kazdego z tych biatek istniato wiele
przestanek swiadczgcych o ich zaangazowaniu w oddziatywania z biatkami
bakteryjnymi, odpowiednio OspA (TROSPA) oraz OspC (Salpl15).

4.1.1. Préba uzyskania sekwencji kodujgcych biatka z rodziny Salpl5:
Iric-1, Iric-2 oraz Iric-3

Sekwencje kodujgcg TROSPA otrzymano wczesniej w Zaktadzie Biologii
Molekularnej i Systemowej ICHB PAN [192], stad w pierwszym etapie badan
podjeto probe uzyskania sekwencji kodujgcych biatka Iric-1, Iric-2 oraz Iric-3.

Najczesciej stosowana procedura uzyskania sekwencji kodujgcych biatka
slinowe kleszcza polega na izolacji mMRNA z jego gruczotéw Slinowych, a
nastepnie przeprowadzeniu reakcji RT-PCR z wykorzystaniem starteréw
specyficznych do poszukiwanych sekwencji [168,214]. Ekspresja genow
kodujgcych biatka z rodziny Salpl15 jest indukowana podczas ssania krwi przez
kleszcza [163], dlatego tez mMRNA powinien by¢ pozyskiwany od kleszczy w
chwili gdy pozywiajg sie krwig [15,148,215]. Nie dysponujgc odpowiednim
materiatem biologicznym podjeto probe uzyskania sekwencji kodujgcych biatka
z rodziny Salpl5 na podstawie DNA genomowego |. ricinus. Podobna strategia
zostata wczesniej zastosowana do uzyskania cDNA TROSPA [192]. Polegata

ona na namnozeniu metodg PCR fragmentu zawierajgcego sekwencje
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kodujagcg TROSPA na podstawie DNA genomowego kleszcza, przy uzyciu

odpowiednio zaprojektowanych starteréw.

W celu uzyskania sekwencji kodujgcych biatka Iric-1, Iric-2 oraz Iric-3

przeprowadzono:

e|zolacje genomowego DNA kleszcza I. ricinus (Rozdziat 3.2.7)

eAmplifikacje wybranych fragmentéw genomowego DNA metodg PCR

W reakcji PCR wykorzystano startery zaprojektowane na podstawie

zdeponowanych w bazie danych NCBI GenBank sekwencji cDNA/mMRNA

kleszcza (Tabela 3.3 oraz 4.1).

Tabela 4.1. Startery do amplifikacji sekwencji kodujgcych Iric-1, Iric-2 oraz Iric-3

Sekwencja kodujaca biatko referencyjne, na
Zestaw starteréw .
podstawie ktoérej zaprojektowano startery

1) S15 TOPO_F Ixodes ricinus Salp15 Iric-1 mRNA, complete cds
S15 68 R (GenBank: EU128526.1)

2) S15 TOPO_F Ixodes ricinus Salp15 Iric-2 mRNA, complete cds
S15 70 R (GenBank: EU128527.1)

3) S15 TOPO_F Ixodes ricinus Salp15 Iric-3 mRNA, complete cds
S15 72 R (GenBank: EU128528.1)

Reakcje PCR przeprowadzono z wykorzystaniem polimerazy Phusion o
wysokiej doktadnosci kopiowania wedtug opisu przedstawionego w Tabeli 3.6.
Przed przeprowadzeniem wiasciwych reakcji PCR przetestowano dwa rézne
bufory w celu optymalizacji warunkow reakciji: (i) standardowy bufor HF (ang.
high-fidelity) lub (ii) bufor GC (ang. GC-rich templates). Oba bufory testowano
bez dodatku lub z dodatkiem DMSO (dimetylosulfotlenek; o stezeniu koricowym
3 lub 6%). DMSO stosowano w celu obnizenia temperatury topnienia DNA i
zwiekszenia specyficznosci reakcji PCR. Sposrod przetestowanych warunkow
najwyzszg specyficzno$¢ reakcji PCR dla wszystkich 3 zestawéw starterow
uzyskano w buforze GC z dodatkiem 3% DMSO, dlatego tez sktadniki te
stosowano w kolejnych etapach.
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Nastepnie przeprowadzono wtasciwe reakcje PCR. Hybrydyzacje
starteréw prowadzono w gradiencie temperatury od 48 do 68°C (AT=3,33°C). W
wyniku reakcji PCR otrzymano produkty o dtugosci okoto 500 i 1300 nt — dla
zestawu starterow nr 1; okoto 600 nt — dla zestawu starterow nr 2; okoto 450 i
1300 nt — dla zestawu starterow nr 3. Produkty reakcji PCR analizowano
metodg elektroforezy w 1% zZelu agarozowym (Rozdziat 3.2.1) (dane

niezamieszczone w tej pracy).

eKlonowanie i analiza produktéw PCR

Homogenny produkt reakcji PCR o dlugosci 600 nt (otrzymany z
wykorzystaniem zestawu starterow nr 2) oczyszczono za pomocg QIAquick
PCR Purification Kit (Rozdziat 3.2.4), natomiast pozostate produkty, ze wzgledu
na obecnos¢ fragmentow DNA roznigcych sie diugoscia, izolowano z zelu za
pomocg QIAquick Gel Extraction Kit (Rozdziat 3.2.4). Oczyszczone fragmenty
DNA klonowano w wektorze pCR-XL-TOPO (Rozdziaty 3.2.6.4, 3.2.7).
Wyizolowany z bakterii DNA plazmidowy (Rozdziat 3.2.7) poddano
sekwencjonowaniu (Rozdziat 3.2.8). Analiza sekwencji sklonowanych
produktow PCR wykazata, ze zaden z nich nie zawiera fragmentéw DNA
wykazujgcych podobienstwo na poziomie powyzej 60% w stosunku do
sekwencji kodujgcych biatka Iric-1, Iric-2 oraz Iric-3 (Tabela 4.1).

Pomimo podjetych préb nie udato sie uzyska¢ zadnej z sekwencji
kodujgcych biatka z rodziny Salpl5. W zaistniatej sytuacji sposréd biatek
wymienionych w Tabeli 4.1, jako obiekt dalszych badan wybrano Salp15 Iric-1,
gdyz: (i) Salp15 Iric-1 jest najlepiej scharakteryzowanym biatkiem w obrebie
rodziny Salpl5 z kleszcza |I. ricinus (miedzy innymi znana jest sekwencja
MRNA Salpl15) [147,169,214] oraz (ii) wiadomo, iz wigze ono bakteryjne biatko
OspC [147,168]. Synteze dwuniciowego cDNA kodujgcego Salpl5 Iric-1 z
uwzglednieniem optymalizacji kodonéw rzadko wystepujgcych w E. coli zlecono

firmie GeneArt.

77



Wyniki

4.1.2. Konstrukcja wektorow do produkcji biatka Salpl5 Iric-1 w
bakteryjnym systemie ekspresyjnym

Wektory pozwalajgce otrzyma¢ biatko TROSPA z |I. ricinus oraz
lipoproteiny OspA i OspC (z B. garinii, B. burgdorferi s.s. i B. afzelii) w
bakteryjnym systemie ekspresyjnym zostaty wczes$niej otrzymane w Zakfadzie
Biologii Molekularnej i Systemowej ICHB PAN. Wektory te zostaty utworzone na
podstawie wektora pET200, ktéry umozliwia produkcje biatek zawierajgcych
znacznik histydynowy (HisTag) na kohcu aminowym [192].

Wektory do produkcji biatka Salpl5 Iric-1 (zwanego dalej Salpl5) w
bakteryjnym systemie ekspresyjnym utworzono na bazie plazmidow z serii
PMCSG - pMCSG7 oraz pMCSG48. Wektory te umozliwiajg klonowanie
niezalezne od ligacji oraz produkcje biatka ze znacznikiem histydynowym
(HisTag), ktéry mozna usung¢ za pomocg proteazy TEV (dzieki sekwencji
specyficznie rozpoznawanej przez proteaze TEV). Co wiecej, wektor pMCSG48
umozliwia produkcje biatka, ktére oprocz znacznika HisTag zawiera dodatkowo
zwiekszajgcy rozpuszczalnosc znacznik fuzyjny NusA (MW= 56,6 kDa).

W celu uzyskania wektorbw umozliwiajgcych produkcje Salpl5
wykorzystano zakupiony od GeneArt plazmid pMK-Salp15 zawierajgcy petnej
dtugosci sekwencje kodujgcg biatko Salp15. Za pomocg metody PCR
namnozono cDNA Salp15 (zgodnie z opisem w Tabeli 3.6), z wykorzystaniem
plazmidu pMK-Salpl5 jako matrycy oraz odpowiednio zaprojektowanych
starterow (http://bioinformatics.anl.gov/cgi-bin/tools/primer_design.pl) (Tabela
3.3 1 4.2). Uzyskane dsDNA oczyszczono i wprowadzono (Rozdziat 3.2.6.3) do
przygotowanych wczesniej wektorow pMCSG7 i pMCSG48 (Rozdziat 3.2.6.2).
Otrzymane produkty wykorzystano do transformacji komérek kompetentnych
TOP10. Nastepnie z wybranych pojedynczych kolonii bakteryjnych izolowano
DNA plazmidowe (Rozdziat 3.2.7). W kolejnym etapie wyizolowane plazmidy
poddawano analizie metodg PCR (Rozdziat 3.2.8) z wykorzystaniem pary
starterow, z ktorych jeden byt homologiczny do sekwencji uzytego wektora
(T7FWD), natomiast drugi byt komplementarny do sekwencji kodujgcej biatko
(S152_R). Wybrane konstrukty poddano sekwencjonowaniu (Rozdziat 3.2.8)
przy uzyciu startera T7REV. Analiza wynikow sekwencjonowania potwierdzita,

ze sekwencje kodujgce Salpl5 majg zachowane prawidtowe ramki odczytu oraz
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nie zawierajg zadnych mutacji. Otrzymane konstrukty przedstawiono w Tabel
4.2. Plazmidy pMCSG7-Salpl5 oraz pMCSG48-Salpl5 wykorzystano do
transformacji komérek kompetentnych E. coli SHuffle (Rozdziat 3.1.2) zgodnie z
zaleceniami producenta, a nastepnie podjeto prébe uzyskania poszczegdlnych
biatek.

Tabela 4.2. Wektory do produkciji biatka Salp15

Konstrukt Startery Powstate biatko fuzyjne

pMCSG7-Salp15 ) 6xHisTag-TEV*-Salp15
S152_p7_FiS152_p7_R :

pMCSG48-Salpl5 8xHisTag-NusA-TEV*-Salp15

* — koduje sekwencje ENLYFQS rozpoznawang przez proteaze TEV

4.1.3. Produkcja w systemie bakteryjnym oraz oczyszczanie biatek
TROSPA, Salp15, OspA i OspC

¢TROSPA, OspA i OspC

Petnej dtugosci biatko TROSPA oraz szes$¢ lipoprotein OspA i OspC
(pochodzacych z B. garinii, B. burgdorferi s.s. i B. afzelii) wyprodukowano
uzywajgc plazmidy stworzone na podstawie wektora pET200. Wektor ten
umozliwia otrzymanie biatek zawierajgcych znacznik histydynowy (HisTag) na
koncu aminowym, co pozwala na oczyszczanie biatek metodg chromatografii
powinowactwa do ztoza z immobilizowanymi jonami niklu - INIAC (ang.
immobilized nickel affinity chromatography). Z powodu obecnosci w biatku
TROSPA fragmentu, ktory zostat wczesniej zidentyfikowany jako tworzgcy
domene transbtonowa, bufory do jego izolacji zawieraty detergenty
niedenaturujgce — CelLytic B Ilub Tween20. Zastosowano je w celu
zmniejszenia agregacji biatka poprzez redukcje niespecyficznych oddziatywan
hydrofobowych pomiedzy fragmentami obejmujgcymi domene transbtonows.
Analogicznie postepowano podczas oczyszczania biatek OspA oraz OspC,
ktére posiadajg lipidowang cysteine na koncu aminowym. Wszystkie
wymienione biatka produkowano w szczepie E. coli BL21-Star, ktére cechujg

sie zwiekszong stabilnoscig mRNA (dzieki mutacji w genie RNazy E) oraz
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brakiem proteaz Lon i OmpT, co umozliwia wydajng produkcje heterologicznych
biatek oraz zmniejsza ryzyko ich proteolizy.

Hodowle bakterii prowadzono do momentu osiggniecia logarytmicznej
fazy wzrostu (ODeoo= 0,4-0,6), a nastepnie dodawano IPTG tj. czynnik
indukujgcy ekspresje heterologicznego genu. Z pobranych podczas hodowli
prébek izolowano frakcje biatek rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych
(Rozdziat 3.2.13.4), ktére analizowano metodg SDS-PAGE w celu oszacowania
ilosci produkowanego biatka. Po przetestowaniu szeregu warunkow hodowli,
takich jak temperatura (16, 25 i 37°C), czas hodowli (4, 16 i 40 godz.) i stezenie
IPTG (0,5 1 1 mM) uznano, ze biatka w formie rozpuszczalnej najwydajniej
produkowane sg przy zastosowaniu nastepujgcej procedury: po osiggnieciu
przez bakterie fazy logarytmicznego wzrostu, pozywke schtadzano do
temperatury okoto 16°C, indukowano IPTG do stezenia koncowego 0,5 mM i
wytrzgsano przez 16 godz. w 16°C z predkoscig 300 rpm. Po tym czasie
zawiesine bakterii wirowano, pozywke dekantowano, a osad bakteryjny
zamrazano w -80°C (Rozdziaty 3.2.13.1-2). Poprawnos¢ sekwencji
wyprodukowanych biatek potwierdzano poprzez analize metodg spektrometrii
mas MALDI-ToF (ang. Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-
Flight).

Izolacje biatka TROSPA, OspA oraz OspC rozpoczynano od zawieszenia
osadu komoérek bakteryjnych pochodzacych z 1 litra hodowli w buforze do lizy
(Rozdziat 3.1.8) zawierajgcego dodatkowo CellLytic B. Do izolacji biatka
TROSPA stosowano dodatkowo odczynnik redukujgcy TCEP w celu ochrony
grup tiolowych przed utlenieniem i tym samym uniemozliwienia tworzenia
niespecyficznych miedzyczgsteczkowych mostkow disiarczkowych pomiedzy
resztami cystein (Cys155). Nastepnie biatka oczyszczano wykorzystujgc
metode chromatografii INIAC (Rozdziat 3.2.13.5). Aby uzyskaé czyste
preparaty, na etapie przemywania ztoza zawierajgcego zwigzane biatka,
stosowano dodatkowe przeptukiwanie buforem zawierajgcym rosngce stezenia
imidazolu (20 — 90 mM). Biatka wyptukiwano ze ztoza buforem wymywajacym z
dodatkiem Tween20 (Ck= 0,05%). Sktad poszczegdlnych frakcji analizowano
metodg elektroforezy w warunkach denaturujgcych (SDS) w 12% zelu
poliakrylamidowym (Rycina 4.1).

80



Wyniki

L

S F1 F2 F3 F4 M

Rycina 4.1. Analiza SDS-PAGE otrzymanych po chromatografii INIAC preparatéw
zawierajacych pelnej dlugosci biatko TROSPA ze znacznikiem HisTag.

L — lizat zawierajgcy ekstrakt biatek E. coli BL21-Star; O — osad po wirowaniu stanowigcy
frakcje biatek nierozpuszczalnych; S — supernatant po wirowaniu stanowigcy frakcje biatek
rozpuszczalnych; F1 — F4 — frakcje biatek po elucji 5 ml buforu wymywajacego; M — wzorzec
mas PageRuler Plus Prestained Protein Ladder.

eSalp15

Biatko Salp15 wyprodukowano stosujgc wektory pMCSG7 i pMCSG48.
Umozliwiajg one otrzymanie biatka zawierajgcego znacznik histydynowy na
koncu aminowym, dzieki czemu mozliwe jest jego oczyszczanie przy
zastosowaniu chromatografii powinowactwa INIAC. Dodatkowo, biatko
produkowane przy uzyciu wektora pMCSG48, oprécz znacznika HisTag,
posiada na koncu aminowym czynnik transkrypcyjny E. coli — NusA, ktéry
podnosi wydajnos¢ translacji biatka fuzyjnego oraz zwieksza rozpuszczalnosé
biatek wykazujgcych tendencje do agregacji [216]. Co wiecej, wyprodukowane
za pomocg wektoréw pMCSG biatka fuzyjne posiadaty sekwencje ztozong z
aminokwaséw ENLYFQS, rozpoznawang przez proteaze TEV (ang. Tobacco
Etch Virus), dzieki czemu mozliwe byto odciecie znacznika HisTag- (pMCSG7)
oraz HisTag-NusA- (pMCSG48). Do produkcji bogatego w cysteiny biatka
Salp15, ktére potencjalnie moze posiada¢é w swojej strukturze mostki
disiarczkowe, wybrano szczep SHuffle (Rozdziat 3.1.2). Delecja gendw

kodujgcych reduktaze glutaredoksyny oraz reduktaze tioredoksyny w
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komorkach SHuffle umozliwia formowanie sie w ich cytoplazmie mostkow
disiarczkowych. Dodatkowo, szczep ten produkuje izomeraze disiarczkowg
DsbC, ktéra asystuje przy zwijaniu biatek i naprawie niewtasciwie utworzonych
mostkow disiarczkowych [217]. Optymalizacje warunkdéw produkcji biatek, ich
produkcje, analize rozpuszczalnosci oraz sekwencji aminokwasowe]
prowadzono analogicznie jak dla biatka TROSPA.

Rozpuszczalng forme Salp15, w postaci biatka fuzyjnego HisTag-NusA-
Salp15 wyprodukowano w komaérkach E. coli SHuffle z wykorzystaniem wektora
pPMCSG48-Salpl5. Salpl5 produkowane przy uzyciu wektora pMCSG7, a wiec
posiadajgce jedynie znacznik HisTag na koncu aminowym, powstawato z niskg
wydajnoscig. Ponadto wiekszoS¢ otrzymanego w ten sposéb biatka
wystepowata we frakcji nierozpuszczalnej, najprawdopodobniej wskutek
gromadzenia sie w tzw. ciatkach inkluzyjnych.

Izolacje biatka Salpl5 rozpoczynano od zawieszenia osadu komorek
bakteryjnych pochodzacych z 1 litra hodowli w buforze do lizy (Rozdziat 3.1.8),
zawierajgcym dodatkowo odczynnik redukujgcy TCEP w celu ochrony grup
tiolowych przed utlenieniem i tym samym uniemozliwienia tworzenia
niespecyficznych  wewnatrzczgsteczkowych i/lub  miedzyczgsteczkowych
mostkow disiarczkowych. Nastepnie biatka oczyszczano wykorzystujgc metode
chromatografii powinowactwa INIAC (Rozdziat 3.2.13.5). Po wyptukaniu ze
ztoza, biatko poddawano trawieniu proteazg TEV podczas dializy. Okazato sie
jednak, ze po odcieciu partnera fuzyjnego biatko Salp15 wytrgcato sie z
roztworu. Dlatego tez, do dalszych badan wykorzystano biatko fuzyjne HisTag-
NusA-Salpl5 (Rycina 4.2 oraz 4.4A).

Ze wzgledu na obecnos¢ zanieczyszczen biatkowych preparat uzyskany
po chromatografii INIAC zageszczano i dodatkowo poddawano sgczeniu
molekularnemu (Rozdziat 3.2.13.5) w buforze nSEC (Rozdziat 3.1.8). Dzieki

temu otrzymano homogenne, rozpuszczalne biatko HisTag-NusA-Salp15.

82



Wyniki

100 kDa —

70 kDa —
130 kDa —

50 kDa —
70 kDa —

40 kDa —
55 kDa —

I L1 L
1

35 kDa —

l

l

Rycina 4.2. Analiza SDS-PAGE preparatow biatkowych otrzymanych po oczyszczaniu
biatka Salp15 metoda chromatografii INiAC (A), a nastepnie saczenia molekularnego (B).
Zielona strzatka wskazuje biatko fuzyjne HisTag-NusA-Salpl5 (MW= 71,4 kDa). W
poszczegolnych Sciezkach uwidoczniono: L — lizat zawierajacy ekstrakt biatek E. coli SHuffle; S
— supernatant po wirowaniu stanowigcy frakcje biatek rozpuszczalnych; E — frakcja biatek po
elucji 10 ml buforu wymywajgcego; F18-F20 — frakcje nr 18, 19 i 20, zawierajgce biatka po
sgczeniu molekularnym; M1 — wzorzec mas PageRuler Plus; M2 — wzorzec mas Spectra
Multicolor Broad Range.

4.2. Badanie aktywnosci biatek TROSPA i Salpl15 z I. ricinus

Przed przystgpieniem do bardziej szczegétowej charakterystyki biatka
nalezy upewnic sie, czy obiekt naszych badan jest nie tylko homogenny, ale i
aktywny. Aby scharakteryzowa¢ aktywnos¢ biologiczng biatek TROSPA i
Salp15 przeprowadzono eksperymenty pozwalajgce zweryfikowac ich zdolnosci
do tworzenia kompleksow z OspA (TROSPA) i OspC (Salp15).

4.2.1. Badanie  aktywnosci peinej diugosci biatka TROSPA
produkowanego w E. coli

Wczesniejsze badania wykazaty, ze biatko TROSPA pochodzgce z
I. scapularis wigze specyficznie wystepujgcg na powierzchni B. burgdorferi
lipoproteine OspA [108]. Na tej podstawie wysunieto hipoteze, ze z OspA
oddziatuje réwniez homolog TROSPA pochodzgcy =z |I.ricinus. Aby
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zweryfikowaé powyzsze zatozenie zbadano zdolnos¢ biatka TROSPA z
I. ricinus do wigzania biatek OspA pochodzgcych z trzech dominujgcych na
terenie Europy gatunkéw Borrelia: B. afzelii, B. garinii oraz B. burgdorferi s.s. W
tym celu wykonano testy immunoenzymatyczne ELISA zgodnie z protokotem
zamieszczonym w Rozdziale 3.2.14.

Przed przystgpieniem do doswiadczen sprawdzono czy poliklonalne
krolicze przeciwciata anty-OspA wykazujg takie samo powinowactwo do OspA
pochodzgcego z B. burgdorferi s.s., B. garinii oraz B. afzeli. W tym celu
wykonano serie rozcienczen biatek OspA, uzyskane probki rozdzielono w zelu
PAA, poddano analizie western blot z wykorzystaniem przeciwciata anty-OspA,
a nastepnie porownano intensywnos¢ prgzkéw dla poszczegdlnych stezen
OspA przy uzyciu programu Multi Gauge v3.0. Uzyskane wyniki swiadczyty, ze
przeciwciata anty-OspA wykazujg takie samo powinowactwo do biatek OspA
pochodzacych z B. burgdorferi s.s., B. garinii oraz B. afzelii.

Po wykonaniu analizy powinowactwa przeciwciat wzgledem biatek OspA
przystgpiono do testu ELISA. W pierwszym etapie ptytki 96-dotkowe
optaszczono biatkiem TROSPA (oraz BSA i TEV — biatka kontrolne), blokowano
BSA, a nastepnie dodawano OspA (lub OspC - kontrola) w stezeniach od 250
do 0,2 pg/ml (kolumny od 2 do 12). W kolejnym etapie okreslano ilos¢
zwigzanego biatka OspA/OspC z wykorzystaniem przeciwciata |-rzedowego
anty-OspA/anty-OspC (Rozdziat 3.1.7) oraz ll-rzedowego sprzezonego z
alkaliczng fosfatazg (AP). Po dodaniu substratu dla AP (fosforan-p-nitrofenylu),
enzym katalizowat reakcje defosforylacji prowadzgcg do powstania barwnego
produktu, ktérego stezenie mierzono spektrofotometrycznie. Wszystkie
eksperymenty wykonano w 8 powtérzeniach technicznych i 2 biologicznych, dla
kazdej z trzech par biatek TROSPA-OspA, prob kontrolnych: TROSPA-OspC,
BSA-OspA i TEV-OspA oraz dla kazdego z 11 stezen biatek OspA/OspC.

Otrzymane wyniki pomiaréw spektrofotometrycznych normalizowano w
kazdej serii testbw wzgledem proby Slepej (kolumna 1 na ptytce), ktéra nie
zawierata biatka OspA/OspC. Nastepnie, dla kazdej z badanych par biatek
wyznaczano srednig arytmetyczng absorbancji wraz z odchyleniem
standardowym, dla kazdego z 11 stezeh. W kolejnym etapie analizy obliczano
wzgledng ilos¢ biatka OspA/OspC zwigzanego przez TROSPA, BSA i TEV, w

odniesieniu do sredniej wartosci absorbancji uzyskanej dla pary biatek TROSPA
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oraz OspA z B. garinii, ktéra stanowita warto$¢ referencyjng (100%). Wzgledng
ilos¢ zwigzanych biatek OspA/OspC wyrazano w procentach, jako Srednig
wartos¢ absorbancji dla danej pary biatek podzielong przez srednig wartos¢
absorbancji dla pary referencyjnej TROSPA-OspAB.garini. Poréwnania pomiedzy
grupami biatek dokonano przy uzyciu testu t-Studenta dla zmiennych
niepowigzanych. Przyjety poziom istotnosci (p) wynosit p < 0,05.

Analiza danych wykazata, ze biatko TROSPA wigze sie z OspA
pochodzgcym z wszystkich trzech gatunkéw Borrelia, jednakze wykazuje rézne
powinowactwo w zaleznosci od typu OspA (p<0,0003). Najefektywnie]
kompleksy biatkowe powstawaty pomiedzy TROSPA i OspA z B. burgdorferi
s.s. (Rycina 4.3). OspA nie wigzato sie biatkami kontrolnymi — BSA oraz TEV.

200
180 I
160
140
120
100
80 I
60
40
20

wzgledna ilo$¢ zwigzanego biatka OspA (%)

I
B. afzelii B. garinii B. burgdorferis. s. OspC - kontrola

Rycina 4.3. Poréwnanie ilosci biatka OspA z B. afzelii, B. garinii lub B. burgdorferi s.s.
zwigzanego przez biatko TROSPA w testach in vitro/ELISA.

Biatko TROSPA oraz jego mutanty zostaly unieruchomione na ptytce, a nastepnie inkubowane
z OspA/OspClontrola) - [|o§¢ zwigzanego OspA/OspClontola) hadano za pomocg przeciwciat
I-rzedowych specyficznych wobec OspA/OspC oraz ll-rzedowych sprzezonych z enzymem AP.
AP Kkatalizuje powstawanie barwnego produktu, ktérego stezenie mierzono kolorymetrycznie.
Kazdy stupek przedstawia srednig wzgledng absorbancje z 16 reakcji wraz z odchyleniem
standardowym dla stezenia biatka OspA wynoszacego 30 pg/ml. Srednig wzgledng absorbancije
(wyrazong w %) dla kazdej z 4 par biatek obliczono poprzez podzielenie $redniej absorbanc;ji
przez srednig absorbancje zmierzong dla kompleksu utworzonego przez biatko TROSPA i
OspA z B. garinii (proba referencyjna — 100%; czarny stupek). Roéznice pomiedzy iloscig
zwigzanego biatka OspA z B. garinii oraz OspA z B. afzelii (p=0,0003), pomiedzy OspA z
B. garinii oraz OspA z B. burgdorferi s.s. (p<0,0001), a takze pomiedzy OspA z B. afzelii oraz
OspA z B. burgdorferi s.s. (p<0,0001) byty istotne statystycznie.
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4.2.2. Badanie aktywnosci biatka Salp15 produkowanego w E. coli

Woczesniejsze badania wykazaty, ze wyprodukowane w komorkach
owadzich biatko Salp15 Iric-1 (GenBank: ABU93613.1; zwane dalej Salpl5)
wykazuje zdolnos¢ do wigzania lipoproteiny OspC pochodzgcej z trzech
gatunkow Borrelia: B. afzelii, B. garinii oraz B. burgdorferi s.s. [147]. Na tej
podstawie sformutowano hipoteze, ze biatko Salp15 wyprodukowane w
komdérkach bakteryjnych rowniez jest zdolne do tworzenia kompleksu z biatkiem
OspC. Aby zweryfikowac¢ to zatozenie przeprowadzono analize oddziatywania
pomiedzy wyprodukowanym w E. coli biatkiem Salp15 oraz biatkami OspC
pochodzgcymi z trzech ww. gatunkow Borrelia. W tym celu wykonano testy
immunoenzymatyczne ELISA zgodnie 2z protokolem zamieszczonym w
Rozdziale 3.2.14.

W pierwszym etapie 3 ptytki 96-dotkowe optaszczono biatkiem fuzyjnym
HisTag-NusA-Salpl5 (Rycina 4.4A). Kontrole stanowito biatko HisTag-NusA,
ktdére zostato wykorzystane do optaszczenia kolejnych 3 ptytek. Nastepnie
dodawano biatko OspA pochodzace z B. afzelii, B. garinii lub B. burgdorferi s.s.
w stezeniach od 250 do 0,2 ug/ml (kolumny od 2 do 12), do odpowiednich
dotkéw optaszczonych zaréwno Salp15 jak i NusA. W kolejnym etapie badano
ilos¢ zwigzanego biatka OspC z wykorzystaniem przeciwciata |-rzedowego
anty-OspC (Rozdziat 3.1.7) oraz llI-rzedowego sprzezonego z AP. Analogicznie
jak w opisanym wczesniej eksperymencie stezenie barwnego produktu reakcji
katalizowanej przez AP mierzono spektrofotometrycznie. Wszystkie
eksperymenty wykonano w 8 powtdrzeniach technicznych i 2 biologicznych dla
kazdej z 3 par biatek Salp15-OspC, 3 par biatek NusA-OspC oraz dla kazdego z
11 stezen biatka OspC. Usrednione wyniki pomiaréw spektrofotometrycznych
wraz z odchyleniem standardowym dla stezenia biatka OspC wynoszgcego 30
Mg/ml przedstawiono na Rycinie 4.4B.

W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw stwierdzono, ze biatko
Salp15 produkowane w szczepie SHuffle E. coli nie wigze sie z zadnym z biatek
OspC (odczyt absorbancji na poziomie tta — Rycina 4.4B). OspC nie wigzato sie

rowniez z biatkiem kontrolnym NusA.
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Rycina 4.4. Badanie aktywnosci biatka Salp15.

A. Schematyczne przedstawienie biatka fuzyjnego NusA-Salpl5 produkowanego w E. coli.
Kolorem turkusowym zaznaczono znacznik HisTag, kolorem zielonym Salpl5, natomiast
kolorem pomaranczowym - biatko NusA (MW= 56,6 kDa). B. Porownanie ilosci biatka OspC
zwigzanego przez Salp15. Biatko fuzyjne NusA-Salp15 oraz NusA (kontrola) zostaly
unieruchomione na ptytkach, a nastepnie inkubowane z OspC. llo$¢ zwigzanego OspC badano
za pomocg przeciwciat I-rzedowych specyficznych wobec OspC oraz Il-rzedowych sprzezonych
z AP. Po dodaniu substratu dla AP, stezenie produktu reakcji katalizowanej przez enzym
mierzono spektrofotometrycznie. Kazdy stupek przedstawia $rednig absorbancje z 16 reakc;ji
wraz z odchyleniem standardowym dla stezenia biatka OspC wynoszacego 30 ug/ml.
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4.3. Analiza bioinformatyczna sekwencji aminokwasowych TROSPA

oraz Salp15

Badania aktywnosci wykazaty, ze biatko TROSPA produkowane w E.coli
jest aktywne, jednakze wykazuje ono tendencje do agregacji i wytrgcania sie z
roztworu przy prébie zageszczenia preparatu do stezenia powyzej 1 mg/ml,
niezbednego do przeprowadzenia badan  strukturalnych. W  celu
zidentyfikowania hydrofobowych fragmentéw moggcych powodowac agregacije
(domeny transbtonowe, peptydy sygnalne), przeprowadzono analize
bioinformatyczng sekwencji aminokwasowej TROSPA. Podobng analize
wykonano dla Salpl5, aby wykry¢é obecno$¢ elementow moggcych
uniemozliwi¢ jego zwijanie do natywnej konformaciji i prowadzi¢ do powstania
nieaktywnej formy biatka. W analizie wykorzystano nastepujgce programy:
TMpred [210], DAS [206], TMHMM [205], Phobius [207], PrediSi [208] (Tabela
4.3).

Tabela 4.3. Lokalizacja potencjalnych domen transblonowych oraz peptydéw sygnalnych
w biatku TROSPA oraz Salp15

TROSPA Salp15
Lokalizacja domeny transbtonowej 15-24 (DAS)
(nazwa serwera) 16-37 (TMHMM)

20-44 (TMpred)

Lokalizacja peptydu sygnalnego 1-37 (Phobius)
(nazwa serwera)

Analizy bioinformatyczne sekwencji aminokwasowej TROSPA wskazaty
na obecnos¢ domeny transbtonowej oraz peptydu sygnalnego transportu przez
btone komérkowa. W przypadku biatka Salp15 zastosowane narzedzia
bioinformatyczne nie wykazaty obecnosci domeny transbtonowej lub peptydu

sygnalnego.
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4.4. Produkcja mutantéw delecyjnych biatka TROSPA oraz badanie ich
aktywnosci

Na podstawie dotychczas uzyskanych wynikow, stwierdzo, iz jedynie w
przypadku kompleksu TROSPA-OspA otrzymano biatka pozwalajgce
przeprowadzi¢ zaplanowane badania. Zdecydowano wiec by dalsze prace
zostaty skupione tylko na tym ukfadzie. Jednoczesnie postanowiono
wyprodukowac¢ mutanty delecyjne biatka TROSPA w celu uzyskania aktywnego
mutanta o cechach odpowiednich do badan strukturalnych tj.: (i) biatka, ktére
nie tworzy agregatéw i wystepuje w pojedynczej formie oligomerycznej (np. w
postaci monomeru, dimeru, trimeru etc.) oraz (ii) posiada dobrg
rozpuszczalnos¢ w roztworach wodnych. Do produkcji mutantéw delecyjnych
wybrano system bakteryjny ze wzgledu na fakt, iz pozwolit on wcze$niej na

wydajng produkcje aktywnego biatka TROSPA.

4.4.1. Konstrukcja wektorow ekspresyjnych do produkcji mutantéow

delecyjnych TROSPA w bakteryjnym systemie ekspresyjnym

Na podstawie przeprowadzonych analiz bioinformatycznych (Rozdziat
4.3) oraz danych literaturowych [108] zaprojektowano wektory umozliwiajgce
produkcje w E. coli mutantéw delecyjnych TROSPA, pozbawionych fragmentu
lub catej domeny transbtonowej.

W tym celu wykorzystano otrzymany wczesniej plazmid pET200-
TROSPA zawierajgcy petnej dtugosci cDNA TROSPA [192]. Za pomocg metody
PCR namnozono cDNA TROSPA (zgodnie z opisem w Tabeli 3.6), z
wykorzystaniem plazmidu pET200-TROSPA jako matrycy oraz odpowiednio
zaprojektowanych starterow (http://bioinformatics.anl.gov/cgi-
bin/tools/primer_design.pl). Uzyskane produkty PCR oczyszczono i
wprowadzono metodg niezalezng od ligacji (Rozdziat 3.2.6.3) do
przygotowanych wczesniej wektoréw pMCSG7 i pMCSG48 (Rozdziat 3.2.6.2).
Pozostate etapy wykonywano zgodnie z protokotem zamieszczonym w
Rozdziale 4.1.2. Otrzymane konstrukty przedstawiono w Tabeli 4.4 oraz na
Rycinie 4.7A.
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Tabela 4.4. Wektory do produkcji mutantéw delecyjnych TROSPA

Konstrukt Startery Powstate biatko fuzyjne
pMCSG7-TROSPA_NA24 TR_N24 _p7iTRO_p7_R 6xHisTag-TEV*- TROSPA_NA24
pMCSG7-TROSPA_NA37 TR_N37_p7i TRO_p7_R 6xHisTag-TEV*- TROSPA_NA37

PMCSG7-TROSPA_NA44 6xHisTag-TEV*- TROSPA_NA44

TR_N44_p7iTRO_P7_R | gyisTag-NusA-TEV*
TROSPA_NA44

pPMCSG48-TROSPA_NA44

* — sekwencja rozpoznawana przez proteaze TEV

Uzyskane mutanty delecyjne pozbawione byty odcinka DNA kodujgcego
N-kohcowy fragment biatka o dtugosci 24 (TROSPA_NA24), 37
(TROSPA NA37) oraz 44 (TROSPA NA44) reszt aminokwasowych.

4.4.2. Produkcja w systemie bakteryjnym oraz oczyszczanie mutantéw
delecyjnych TROSPA oraz biatka OspA_NAG6

eMutanty delecyjne biatka TROSPA

Rozpuszczalne formy mutantéw delecyjnych biatkka TROSPA
wyprodukowano w komérkach E. coli BL21-Star. TROSPA NA44 otrzymano
przy uzyciu wektora pMCSG48, natomiast pozostate mutanty (TROSPA_NA24 i
TROSPA _NA37) wyprodukowano przy uzyciu wektora pMCSG7.

Izolacje biatek rozpoczynano od zawieszenia osadu komorek
bakteryjnych pochodzacych z 1 litra hodowli w buforze do lizy (Rozdziat 3.1.8),
zawierajgcym dodatkowo odczynnik redukujgcy TCEP, ktory hamujgc utlenianie
grup tiolowych zapobiega tworzeniu niespecyficznych miedzyczgsteczkowych
mostkéw disiarczkowych. Nastepnie biatka oczyszczano wykorzystujgc metode
chromatografii powinowactwa INIAC (Rozdziat 3.2.13.5). Po wyptukaniu ze
ztoza, biatka poddawano trawieniu proteazg TEV podczas dializy, a nastepnie
ponownie przesgczano przez ztoze chromatograficzne. Uzyskane frakcje
analizowano za pomocg SDS-PAGE. Po rozdziale elektroforetycznym, biatka
wycinano z zelu i poddawano analizie spektrometrycznej MALDI-ToF w celu
potwierdzenia poprawnosci sekwencji aminokwasowej. Otrzymane po
chromatografii INIAC preparaty biatek zageszczano przez ultrafiltracje i
prowadzono sgczenie molekularne (Rozdziat 3.2.13.5) w buforze nSEC
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(Rozdziat 3.1.8). Etap ten, oprécz oczyszczania, miat na celu ocene stopnia
zagregowania biatek i uzyskanie pojedynczej formy merycznej biatka.

Stwierdzono, ze uzyskane mutanty delecyjne wykazujg rézng zdolnos$é
do agregacji w zaleznosci od tego czy posiadajg catkowicie, czy czesciowo
usunietg domene transbtonowg (Rycina 4.5). Zgodnie z oczekiwaniami najsilniej
agregowato biatko TROSPA petnej dlugosci, znacznie stabiej biatka
TROSPA NA24 oraz TROSPA NA37. Jednak i w ich przypadku proces ten
zachodzit, szczegodlnie podczas proby zageszczenia biatek powyzej 1 —
2mg/ml. Brak tendencji do agregacji i zwiekszenie rozpuszczalnosci
obserwowano jedynie w przypadku biatka TROSPA NA44. Jak potwierdzono
poprzez pomiary DLS usuniecie 44 reszt aminokwasowych z kornca aminowego
biatka TROSPA pozwolito na zageszczenie preparatu do okoto 95 mg/ml, przy
jednoczesnym zachowaniu niezagregowanej formy biatka.

Sgczenie molekularne TROSPA _NA44 bez obecnosci zwigzku
redukujgcego (TCEP) wykazato, ze cze$¢ biatka tworzyta dimery (dane
niezamieszczone w tej pracy). Natomiast rozdziat chromatograficzny
TROSPA _NA44 z dodatkiem TCEP do buforu powodowat, Zze biatko to
wystepowato w formie monomerycznej. Moze oznaczac to, iz reszta Cys155 w
TROSPA NA44 jest wyeksponowana na powierzchni biatka, co sprzyja
tworzeniu niespecyficznych mostkéw disiarczkowych.

Podczas elektroforezy SDS-PAGE petnej dtugosci biatko TROSPA oraz
mutanty delecyjne TROSPA wykazywaty wolniejszg w stosunku do swojej masy
czgsteczkowej migracje w zelu. TROSPA o masie 16,5 kDa migrowato jak
biatko o masie 21 kDa (Rycina 4.1), natomiast TROSPA NA44 o masie
12,53 kDa (Rycina 4.6) przemieszczato sie w zelu jak biatko o masie nieco
wiekszej niz 15 kDa (Rycina 4.5B). Oznacza to, iz biatka te migrowaty w Zelu
okotfo 1,3 razy wolniej niz biatka o podobnej masie. Taka nietypowa ruchliwosc
elektroforetyczna jest jedng z inherentnych cech biatek nieuporzgdkowanych,
ktére wigzg mniej SDS, przez co wykazujg 1,2 - 1,8 razy wolniejszg migracje w
zelu poliakrylamidowym [218,219].

W trakcie oczyszczania TROSPA_NA44 okazato sie, ze w preparacie
wystepuje réwniez skrocona forma biatka. Analiza za pomocg spektrometrii mas
MALDI-ToF wykazata, ze oprocz biatka TROSPA_NA44 o masie molowej

12533,50 Da, w preparacie znajduje sie réwniez polipeptyd o0 masie
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11917,05 Da. Seria analiz przeprowadzonych metodg spektrometrii mas
pozwalata sgdzi¢, ze skrécona forma biatka TROSPA_ NA44 pozbawiona jest
7 reszt aminokwasowych (-DQSAAGS) na koncu karboksylowym (biatko
TROSPA NA44 CA7). Pomimo zastosowania roztworu inhibitoréw proteaz
(cOmplete ULTRA tablets, EDTA-free, Roche), z dodatkiem lub bez dodatku
1 mM EDTA, nie udato sie zahamowaé procesu spontanicznego tworzenia
biatka TROSPA_NA44 CA7.

Na podstawie powyzszej analizy oraz danych literaturowych [108]
dotyczacych biatka TROSPA z I. scapularis postanowiono otrzymac trzy kolejne
mutanty delecyjne TROSPA: TROSPA NA44 CA7, TROSPA_NA50 oraz
TROSPA NA50 CA7 (Rozdziat 4.4.1 i Tabela 4.5). Etap utworzenia wektorow
ekspresyjnych, produkcje oraz oczyszczanie wyzej wymienionych biatek
przeprowadzono analogicznie jak w przypadku pozostatych mutantow
delecyjnych. Okazato sie jednak, ze synteza tych biatek zachodzi z niskg
wydajnoscig. W rezultacie brak odpowiednich ilosci biatek znaczgco utrudniat
przeprowadzenie testéw krystalizacyjnych oraz badan fizykochemicznych.
Dlatego tez zdecydowano by w dalszych badaniach wykorzysta¢ biatko
TROSPA _NA44.

Tabela 4.5. Wektory do produkcji mutantéw delecyjnych TROSPA

Konstrukt Startery Powstate biatko fuzyjne

PMCSG7-
TROSPA_NA44_CA7

PMCSG7-TROSPA NA50 | TR_N50 p7 i TRO_p7_R | 6xHisTag-TEV*- TROSPA_NA50

PMCSG7-
TROSPA_NA50_CA7

6xHisTag-TEV*-

TR_N44_p7iTR_C7_p7 | tpospa NA44 CA7

6xHisTag-TEV*-

TR_NS0_p7iTR_C7_p7 | 1pospa NASO CA7

* — sekwencja rozpoznawana przez proteaze TEV
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TROSPA
TROSPA_NA24
TROSPA_NA37
TROSPA_NA44

A280 nm

1.2 3 4 5 6 7 8 9101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 nr frakdji
50 60 70 80 90 100 110 120 czas eludji
(min)

- -

28 29 30  numer frakeji

Rycina 4.5. Saczenie molekularne (chromatografia zelowa) biatka TROSPA oraz jego
mutantow delecyjnych w buforze nSEC.

A. Chromatogramy z sgczenia molekularnego petnej dtugosci biatka TROSPA oraz mutantow
delecyjnych TROSPA_NA24, TROSPA_NA37 oraz TROSPA_NA44. Czarna strzatka wskazuje
frakcje biatek zagregowanych, natomiast gwiazdki oznaczajg miejsce wyptywu biatek w formie
monomerycznej (lub oligomerycznej w przypadku petnej dtugosci biatka TROSPA). B. Analiza
SDS-PAGE frakcji (nr 22 — 30) zawierajgcych biatko TROSPA_NA44; M — wzorzec mas Perfect
Color Protein Ladder (EURX).
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Rycina 4.6. Widmo masowe biatka TROSPA_NA44 wykonane przy uzyciu spektrometru
mas MALDI-ToF. Na widmie oprécz jonu natadowanego pojedynczo (m/z = 12533,5010)
widoczny jest rowniez jon natadowany podwdjnie (m/z = 6266,5005).

4.4.3. Badanie aktywnosci mutantéw delecyjnych TROSPA

W celu zbadania aktywnosci mutantéw delecyjnych TROSPA NA24,
TROSPA _NA44 oraz TROSPA_NAS50_ CA7 pod katem utraty bgdz zachowania
wiasciwosci wigzania biatka OspA, wykonano testy immunoenzymatyczne
ELISA zgodnie z procedurg przedstawiong w Rozdziale 3.2.14.

W pierwszym etapie ptytki 96-dotkowe optaszczono czterema wariantami
biatka TROSPA: TROSPA, TROSPA NA24, TROSPA NA44,
TROSPA_NA50_CA7. Nastepnie ptytki inkubowano z BSA po czym dodawano
biatko OspA pochodzgce z B. garinii (lub OspC - kontrola) w stezeniach od 250
do 0,2 ug/ml (kolumny od 2 do 12). W kolejnym etapie badano ilo§¢ zwigzanego
biatka OspA/OspC z wykorzystaniem przeciwciata |-rzedowego anty-OspA/anty-
OspC (Rozdziat 3.1.7) oraz ll-rzedowego sprzezonego z AP. Po dodaniu
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substratu dla AP, stezenie produktu reakcji katalizowanej przez enzym
mierzono spektrofotometrycznie. Wszystkie eksperymenty wykonano w 8
powtdrzeniach technicznych i 2 biologicznych dla kazdego z 4 wariantéw biatka
TROSPA, proby kontrolnej TROSPA-OspC oraz dla kazdego z 11 stezen biatka
OspA/OspC.

Normalizacje oraz analize wynikdw pomiarow spektrofotometrycznych
prowadzono zgodnie z procedurg zamieszczong w Rozdziale 4.2.1, traktujgc
warto$¢ absorbancji uzyskang dla pary biatek TROSPA oraz OspA z B. garinii
jako wartosc¢ referencyjng (100%). Wyniki testow immunoenzymatycznych
ELISA przedstawiono na Rycinie 4.7B.

W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw stwierdzono, ze
wprowadzone delecje (24, 44 oraz 50 N-koncowych aminokwasow jak i 50
N-koncowych i 7 C-koncowych) nie powodowaty obnizenia zdolnosci mutantow
TROSPA do wigzania sie z OspA. Co wiecej, TROSPA_NA24, TROSPA NA44
oraz TROSPA NA50 CA7 wykazywaty wyzsze powinowactwo do OspA w
poréwnaniu do petnej dlugosci biatka TROSPA (odpowiednio o 11%, 17% i
13%; p<0,0003). Uzyskane wyniki swiadczyly, ze usuniecie 7-aminokwasowego
odcinka z konca karboksylowego biatka nie wptywa na wigzanie OspA przez
TROSPA _NA50 CA7 oraz TROSPA_NA44 CA7 (dane niezamieszczone w tej
pracy) w poréwnaniu do TROSPA NA44 (w obu przypadkach p>0,05).

Na podstawie analizy mutantéw delecyjnych, do dalszych badan
strukturalnych wybrano biatko TROSPA_NA44, gdyz wigzato ono biatka OspA
na tym samym poziomie co petnej dtugosci TROSPA, charakteryzowato sie

dobrg rozpuszczalnoscig i wystepowato w roztworze w formie monomerycznej.
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Rycina 4.7. Mutanty delecyjne TROSPA z I. ricinus oraz ich powinowactwo do biatka
OspA z B. garinii.

A. Schematyczne przedstawienie mutantéw delecyjnych TROSPA. Zielonym kolorem
zaznaczono domene transbfonowg (TM). B. Poroéwnanie efektywnosci wigzania biatka OspA z
B. garinii przez mutanty TROSPA. Biatko TROSPA oraz jego mutanty zostaty unieruchomione
na ptytce, a nastepnie inkubowane z OspA/OspCtkontrala)  [|o§¢ zwigzanego OspA/OspCkontrola)
badano za pomocg przeciwciat I-rzedowych specyficznych wobec OspA/OspC oraz |II-
rzedowych sprzezonych z AP (szczegdtowy opis w tekscie). Kazdy stupek przedstawia srednig
wzgledng absorbancje z 16 reakcji wraz z odchyleniem standardowym dla stezenia biatka OspA
wynoszgcego 30 pg/ml. Srednig wzgledng absorbancje (wyrazong w %) dla kazdej z 5 par
biatek obliczono poprzez podzielenie $redniej absorbancji przez absorbancje zmierzong dla
kompleksu utworzonego przez biatko TROSPA i OspA z B. garinii (préba referencyjna — 100%;
czarny stupek). Réznice w iloSci zwigzanego biatka OspA pomiedzy TROSPA i mutantami
delecyjnymi byty istotne statystycznie (p=0,0002 dla TROSPA _NA24, p<0,0001 dla
TROSPA_NA44 oraz p=0,0003 dla TROSPA_NA50_CA7); na podstawie [192].
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4.5. Produkcja mutantéw substytucyjnych biatka TROSPA oraz badanie
ich aktywnosci

Analizy bioinformatyczne (Rozdziat 3.2.21) sekwencji aminokwasowych
biatek TROSPA i OspA wykazaty, ze w roztworze o odczynie obojetnym (pH 7)
biatka te posiadajg silnie przeciwstawne tadunki wynoszgce odpowiednio -12
oraz +5. Wydaje sie zatem, ze oddziatywania elektrostatyczne mogg odgrywac
istothg role w interakcjach pomiedzy obydwoma biatkami. Aby zweryfikowac
niniejszg hipoteze, przygotowano serie mutantow substytucyjnych TROSPA
(TROSPA V1 - V5), w ktorych zamieniono ujemnie natadowane reszty
aminokwasowe kwasu glutaminowego i asparaginowego na pozbawione

tadunku reszty glutaminy i asparaginy.

4.5.1. Mutageneza cDNA TROSPA

Mutacje V1 — V3 w sekwencji kodujgcej TROSPA wprowadzano metodg
PCR (Rozdziat 3.2.9), z wykorzystaniem odpowiednio zaprojektowanych
starterow (Tabela 4.6). Jako matryce wykorzystano wektor pET200-TROSPA,
zawierajgcy petnej dtugosci sekwencje cDNA TROSPA. Sekwencja kodujgca
mutanty TROSPA V4 i V5 zostala zsyntetyzowana przez firme GeneArt (Life
Technologies), a nastepnie sklonowana w wektorze pET200 (Rozdziat 3.2.6.4)
po uprzedniej amplifikacji metodg PCR, 2z wykorzystaniem starterow
TRO_TOPO _FiTRO_TOPO_R (Rozdziat 3.2.6.1). W rezultacie utworzono pie¢
konstruktow kodujgcych mutanty substytucyjne TROSPA (pET200-TROSPA
V1-V5). Zmiany w sekwencji aminokwasowej mutantow V1 — V5, w stosunku

do TROSPA, przedstawiono w Tabeli 4.6 oraz na Rycinie 4.8A.

97



Wyniki

Tabela 4.6. Mutanty substytucyjne TROSPA V1 - V5

Nazwa Starter Zmiany w sekwencji
y aminokwasowej TROSPA
. Asp87, Asp90 >Asn
TROSPA V1 TR_V1_FiTR_V1 R
- - = Glu89 ->GlIn
. Glul23 >GIn
TROSPA V2 TR_V2_FiTR_V2_R
-~ -~ Aspl29 >Asn
TROSPA V3 TR_V3_FiTR_V3_R Aspl32, Aspl136 >Asn
Asp75, Asp82, Asp87,
TROSPA V4 Asp90 >Asn
TRO_TOPO Fi Glu84, Glu89 =>GlIn
TRO_TOPO_R Glu123 >Glin
TROSPA V5 Asp129, Asp132, Asp136,
Aspl59 >Asn

4.5.2. Produkcja w systemie bakteryjnym, oczyszczanie oraz badanie

aktywnosci mutantow substytucyjnych TROSPA V1 - V5

Mutanty substytucyjne TROSPA V1 — V5 wyprodukowano w komadrkach
E. coli BL21-Star i oczyszczano analogicznie jak petnej dtugosci biatko
TROSPA (Rozdziat 4.1.3).

W celu okreslenia zdolnosci mutantow substytucyjnych TROSPA V1 —
V5 do wigzania biatka OspA, wykonano testy immunoenzymatyczne ELISA
zgodnie z opisem w Rozdziale 3.2.14. W pierwszym etapie 2 ptytki 96-dotkowe
optaszczono biatkiem TROSPA, a kolejne pie¢ ptytek optaszczono mutantami
substytucyjnymi TROSPA V1 — V5. Nastepnie ptytki inkubowano z BSA po
czym dodawano biatko OspA pochodzgce z B. garinii (lub OspC - kontrola) w
stezeniach od 250 do 0,2 ug/ml (kolumny od 2 do 12). W kolejnym etapie
badano ilos¢ zwigzanego biatka OspA/OspC z wykorzystaniem przeciwciata
I-rzedowego anty-OspA/anty-OspC (Rozdziat 3.1.7) oraz ll-rzedowego
sprzezonego z AP. Wszystkie eksperymenty wykonano w 8 powtérzeniach
technicznych i 2 biologicznych dla kazdego z 6 wariantow biatka TROSPA,
proby kontrolnej TROSPA-OspC oraz dla kazdego z 11 stezen biatka
OspA/OspC. Normalizacje oraz analize wynikéw pomiaréw
spektrofotometrycznych prowadzono zgodnie z opisem w Rozdziale 4.2.1,
traktujgc wartos¢ absorbancji uzyskang dla pary biatek TROSPA oraz OspA z
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B. garinii jako wartos¢ referencyjng (100%). Wyniki testéw
immunoenzymatycznych ELISA przedstawiono na Rycinie 4.8B.
Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze w poréwnaniu do
TROSPA, mutanty substytucyjne V1 — V5 wykazywaty znaczgco nizsze
powinowactwo do OspA (odpowiednio o 31%, 25%, 24%, 23% oraz 39% dla
mutantow V1-V5; p<0,0001). Roznica ta byta tym wieksza, im wiecej ujemnie
natadowanych reszt aminokwasowych zostato zamienionych na aminokwasy
pozbawione tadunku. Najwieksza réznica wystgpita w przypadku biatka
TROSPA V5, ktére posiadato modyfikacje skupione w poblizu konca
karboksylowego. Ponadto stwierdzono, ze Zzaden z mutantéow V1 — V5 nie

utracit zdolnosci do wigzania sie z biatkiem OspA (Rycina 4.8B).
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Rycina 4.8. Mutanty substytucyjne TROSPA z I. ricinus oraz ich powinowactwo do biatka
OspA z B. garinii.

A. Schematyczne przedstawienie mutantéw substytucyjnych TROSPA V1 — V5. Na schemacie
zaznaczono ujemnie natadowane reszty aminokwasowe asparaginianu (D) oraz glutaminianu
(E), ktore zamieniano na pozbawione tadunku asparagine (N) i glutamine (Q). Numery w
gornym indeksie symbolu aminokwasu oznaczajg pozycje zmienionej reszty aminokwasowe;j.
Zielonym kolorem zaznaczono domene transbfonowg (TM). B. Poréwnanie efektywnosci
wigzania biatka OspA z B. garinii zwigzanego przez mutanty V1 — V5 w testach in vitro/ELISA.
(szczegdtowy opis w tekscie) [192].
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4.6. Produkcja biatka TROSPA_NA50 w eukariotycznym systemie
ekspresyjnym

Aby stwierdzi¢ czy potencjalne modyfikacje potranslacyjne TROSPA
mogg wptywac na jego zdolnos¢ do wigzania OspA, postanowiono uzyskac
kodowane przez kleszcza biatko w komodrkach owadzich (system
bakulowirusowy). Dane literaturowe dotyczgce biatka TROSPA wskazujg na
obecnos$¢ domeny transbtonowej siegajgcej 50 reszty aminokwasowej od konca
aminowego [108], dlatego tez zdecydowano sie na produkcje mutanta
pozbawionego nie 44 (tak jak w TROSPA_NA44), lecz 50 aminokwasow
(TROSPA NA50). TROSPA NA50 na koncu aminowym posiadato znacznik
histydynowy, sekwencje rozpoznawang przez proteaze TEV oraz FLAG-tag.
Znacznik FLAG-tag sktada sie z sekwencji 8 aminokwasow (DYKDDDDK)
rozpoznawanej specyficznie przez przeciwciata anti-FLAG (Tabela 3.4), co

umozliwia immunodetekcje biatka.

4.6.1. Konstrukcja wektorow ekspresyjnych do produkcji biatka
TROSPA_NA50 w komoérkach owadzich

W celu uzyskania TROSPA NA50 w komérkach owadzich postuzono sie
systemem Bac-to-Bac. Funkcje wektora w tym systemie spetniajg infekujgce
komorki owadzie bakulowirusy. Po wniknigeciu wirusa do komorki, na pdéznym
etapie infekcji dochodzi miedzy innymi do ekspresji genu kodujgcego biatko
poliedryne. Gen ten znajduje sie pod kontrolg bardzo silnego promotora i
mozna go zastgpi¢ genem kodujgcym inne biatko.

Ponizej przedstawiony zostat trojetapowy proces otrzymywania wektora
bakulowirusowego do produkcji biatka TROSPA_NAS5O.

Etapl - konstrukcja plazmidu donorowego pFastBacHT-TROSPA_NA50

W celu uzyskania cDNA TROSPA_NA50 zawierajgcego dodatkowo
sekwencje kodujgcg FLAG-tag przeprowadzono dwie reakcje PCR (zgodnie z
opisem w Tabeli 3.6, z uwzglednieniem zmian: bufor GC oraz 6% DMSO). W

pierwsze] reakcji (PCR1), jako matryce wykorzystano plazmid pET200-
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TROSPA oraz startery TR_N50 BAK1_F i TR_N50 BAK_R (Tabela 3.3).
Nastepnie pobierano 1 pl mieszaniny reakcyjnej PCR1 i wykorzystywano
zawarty w niej produkt jako matryce w drugiej reakcji PCR (PCR2), z uzyciem
starterow TR _N50 BAK2 F i TR_N50 BAK R. Namnozony dsDNA
analizowano w zelu agarozowym (Rozdziat 3.2.1), a nastepnie oczyszczano
(Rozdziat 3.2.4). Otrzymany cDNA oraz wektor pFastBac HT A poddawano
trawieniu za pomocg enzymow restrykcyjnych EcoRIl i Pstl, ponownie
oczyszczano i prowadzono ligacje zgodnie z procedurg zamieszczong w
Rozdziale 3.2.6.5. Produkty ligacji wykorzystano do transformacji komorek
kompetentnych TOP10. Nastepnie 2z wyselekcjonowanych komorek
bakteryjnych izolowano DNA plazmidowe (Rozdziat 3.2.7). W kolejnym etapie
wstepnie potwierdzano obecnos¢ w plazmidzie odpowiedniego insertu metodg
PCR (Rozdziat 3.2.8). PCR prowadzono z wykorzystaniem starteréw BAC-
SEQ1 i TR_N50 BAK_R. Wybrane konstrukty poddano sekwencjonowaniu
(Rozdziat 3.2.8) przy uzyciu startera BAC-SEQL.

Etap 2 - konstrukcja wektora bakulowirusowego (bakmidu)

Otrzymanymi plazmidami donorowymi pFastBacHT-TROSPA_NA50 oraz
pFastBacHT-CAT (kontrola) transformowano komorki E. coli DH10Bac. W
komérkach tych dochodzito do przeniesienia cDNA kodujgcego biatko
TROSPA_NA50/CAT z plazmidow pFastBacHT do bakmiddéw. Nastepnie
wykonano dwukrotng selekcje transformantow za pomocg testu
a-komplementacji oraz przeprowadzano izolacje DNA bakmidowego. Wszystkie
etapy wykonano zgodnie z procedurg zamieszczong w Rozdziale 3.2.10.
Obecnos¢ cDNA kodujgcego biatko TROSPA_NAS50/CAT w bakmidach
potwierdzono metodg PCR z wykorzystaniem polimerazy Taq oraz starterow
pUC/M13_F oraz pUC/M13_R (Rozdziat 3.2.11).

Etap 3 - produkcja rekombinowanych bakulowiruséw

Bakmidy zawierajgce cDNA TROSPA_NA50 oraz CAT (kontrola)
wykorzystano do transfekcji linii komérek Sf21, pochodzacych z jajnika
poczwarki Spodoptera frugiperda. Metoda transfekcji w systemie Bac-to-Bac
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polega na potgczeniu ujemnie natadowanego bakmidu z dodatnio
natadowanymi fosfolipidami (tutaj: Cellfectin || Reagent), co prowadzi do
utworzenia liposomow zawierajgcych DNA. Czgstki te wykazujg zdolnosé
przenikania przez btony komorkowe, dzieki czemu zwigzany z nimi materiat
genetyczny jest efektywnie dostarczany do komorek. Po 5-godzinnej inkubacji
komorek Sf21 z mieszaning transfekcyjng, prowadzono kilkudniowg hodowle,
az do momentu pojawienia sie infekcji wirusowej wywotanej przez
rekombinowane bakulowirusy (Rozdziat 3.2.12). Uzyskane w pierwszym pasazu
bakulowirusy wykorzystano ponownie do drugiej i trzeciej infekcji komorek Sf21,

aby zwiekszy¢ miano czgstek wirusowych.

4.6.2. Produkcja i oczyszczanie biatka TROSPA_NA50

Biatko TROSPA_NAS50 oraz CAT (kontrola) produkowano w komérkach
High Five pochodzgcych z jajnika motyla Trichoplusia ni. Komorki te
umozliwiajg uzyskanie wyzszego poziomu ekspresji rekombinowanego biatka
niz komarki z linii Sf21. Oprdcz tego cechujg sie szybszym przyrostem biomasy
(czas podwojenia 24h) niz Sf21 (czas podwojenia 30h). Hodowle zawiesinowg
komorek High Five, zaszczepiono preparatem zawierajgcym rekombinowane
bakulowirusy i wytrzgsano przez 96h. Po zakonczaniu hodowli komorki
zbierano przez odwirowanie, przeptukiwano buforem PBS i zamrazano w -80°C
(Rozdziat 3.2.13.3).

Izolacje biatka TROSPA NA50 rozpoczynano od zawieszenia osadu
komorek bakteryjnych pochodzgcych z 50 ml hodowli (okoto 2x 108 komorek) w
buforze do lizy (Rozdziat 3.1.8), zawierajgcym m. in. detergent Triton X-100
(Ck= 1%), ktory w stezeniu 1% efektywnie rozpuszcza btony komorkowe.
Nastepnie biatko oczyszczano wykorzystujgc metode chromatografii
powinowactwa INIAC (Rozdziat 3.2.13.5). Biatko eluowano grawitacyjnie 10 mi
buforu wymywajgcego (2 razy po 5 ml). Po wyptukaniu ze ztoza, biatko poddano
trawieniu proteazg TEV podczas dializy, a nastepnie ponownie przesgczono
przez ztoze chromatograficzne. Okazato sie jednak, ze etap ten powodowat
duze straty biatka, dlatego tez zdecydowano sie na jego pominiecie. Otrzymany
preparat zageszczano przez ultrafiltracje. Analogicznie  prowadzono

oczyszczanie biatka CAT.
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Ze wzgledu na obecno$¢ innych biatek w preparacie, jako metode
detekcji wykorzystano western blot, z wykorzystaniem surowicy kroliczej,
zawierajgcej poliklonalne przeciwciata przeciwko petnej dtugosci biatku
TROSPA produkowanemu w systemie bakteryjnym. Na podstawie analizy
wynikéw western blot na Zelu poliakrylamidowym zidentyfikowano prazek
odpowiadajgcy biatku TROSPA_NA50 (zaznaczono zielong strzatkg na Rycinie
4.9). Biatko wycieto z zelu i poddano analizie spektrometrycznej MALDI-ToF w
Zaktadzie Biochemii Produktow Naturalnych Instytutu Chemii Bioorganiczne;j
PAN. W preparacie zidentyfikowano 22-aminokwasowy peptyd o masie
2359,021 Da z konca karboksylowego TROSPA _NAS50, a tym samym
stwierdzono obecnos¢ poszukiwanego biatka. Analiza mas peptydow,
powstatych po trawieniu TROSPA NA50 trypsyng, za pomocg programu
GlycoMod (ExXPASY), wykazata obecnosé dwoch potencjalnie
O-glikozylowanych peptydéw o masie 2432,558 Da (51-58: LPLQLSPR) oraz
2807,175 Da (139-143: QFISK), w ktérych dodatek reszty cukrowej do Ser56 i
Serl42 zwiekszatby mase TROSPA NA50 o 3693,81 Da. Peptydy te nie
zostaty wykryte na widmach masowych biatka TROSPA_NA50 produkowanego
w bakteriach. Powyzszy eksperyment wykonano w dwdch powtdrzeniach tj.
zebrano po dwa widma dla TROSPA_NA50 produkowanego w komdrkach
owadzich oraz dla TROSPA NA50 produkowanego w komodrkach bakteryjnych.

Produkcja TROSPA _NA50 w ukfadzie eukariotycznym miata na celu
uzyskanie biatka modyfikowanego potranslacyjnie. Pokazano bowiem, ze petnej
dtugoséci biatko TROSPA wyizolowane z kleszcza Ixodes scapularis podlega
glikozylacji. W nastepstwie tego procesu TROSPA o przewidywanej masie 16,1
kDa migruje w zelu PAA jak biatko o masie okoto 55 kDa [108]. Analiza western
blot wykazata, ze uzyskane w komoérkach eukariotycznych biatko fuzyjne
HisTag-TROSPA_NA50 o masie 15,40 kDa migruje jak biatko o masie
czgsteczkowej okoto 25 kDa. Dla poréwnania biatko HisTag-TROSPA NA50
produkowane w komorkach bakteryjnych (MW= 14,42 kDa) migruje jak biatko o
masie okoto 17 kDa (Rycina 4.9).
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Rycina 4.9. Analiza preparatébw TROSPA_NA50 otrzymanych po oczyszczaniu biatek
wyprodukowanych w komérkach owadzich lub bakteryjnych.

A. Wynik rozdziatu elektroforetycznego (SDS-PAGE) biatek po oczyszczaniu metodg INIAC
oraz B. ich analiza metodg western blot. W poszczegdinych $ciezkach uwidoczniono: 1 — biatko
TROSPA_NA50 o masie 15,40 kDa (zaznaczono zielong strzatkg) wyprodukowane w
komaérkach owadzich High Five; 2 - biatko TROSPA_ NA50 o masie 14,42 kDa wyprodukowane
w E. coli BL21-Star (zaznaczono niebieskg strzatkg); M — wzorzec mas Perfect Color Protein
Ladder.

4.6.3. Porownanie aktywnosci biatka TROSPA_NA50 produkowanego w

komoérkach bakteryjnych oraz owadzich

W celu poréwnania aktywnosci mutantow delecyjnych TROSPA_NA50
produkowanych w dwoéch roznych systemach ekspresyjnych — prokariotycznym
oraz eukariotycznym, wykonano testy immunoenzymatyczne ELISA zgodnie z
procedurg zawartg w Rozdziale 3.2.14. Do badanh wykorzystano skrécong forme
biatka — TROSPA_NA50 (Rycina 4.10A), poniewaz wczesniejsze badania
pokazaty, ze mutant TROSPA_NAS50 wykazuje zdolno$¢ petnej dtugosci biatka
TROSPA do wigzania biatka OspA (Rozdziat 4.4.3), a takze fakt, iz usuniecie
domeny transbtonowej znaczgco utatwia oczyszczanie biatka.

W pierwszym etapie ptytki 96-dotkowe optaszczono: (i) biatkiem
TROSPA_NA50  produkowanym w  systemie  eukariotycznym, (i)
TROSPA_NA50 produkowanym w systemie prokariotycznym oraz (iii) biatkiem
CAT stuzgcym jako kontrola. Nastepnie dodawano biatko OspA pochodzace z
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B. burgdorferi w stezeniach od 250 do 0,2 ug/ml (kolumny od 2 do 12). W
kolejnym etapie oceniano efektywnos¢ wigzania biatka OspA z wykorzystaniem
przeciwciat |-rzedowych anty-OspA (Rozdziat 3.1.7) oraz Il-rzedowych
sprzezonych z AP. Podobnie jak we wczesniejszych eksperymentach stezenie
produkt reakcji katalizowanej przez AP okreslano spektrofotometrycznie.

Wszystkie eksperymenty wykonano w 8 powtérzeniach technicznych i 2
biologicznych dla obydwu wariantéw biatka TROSPA NA50, préby kontrolnej
CAT oraz dla kazdego z 11 stezen biatka OspA. Normalizacje oraz analize
wynikow pomiarow spektrofotometrycznych prowadzono zgodnie z protokotem
przedstawionym w Rozdziale 4.2.1, traktujgc warto$¢ absorbancji uzyskang dla
pary biatek TROSPA_NA50 (produkowanego w E. coli) oraz OspA z
B. burgdorferi  jako  warto§¢ referencyjng (100%). Wyniki testow
immunoenzymatycznych ELISA przedstawiono na Rycinie 4.10B.

Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze niezaleznie od tego czy
biatko zostatlo wyprodukowane w komorkach owadzich, czy w E. coli,
TROSPA NA50 z podobng efektywnoscig wigze bakteryjne biatko OspA
(p=0,2644).
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Rycina 4.10. Poréwnanie zdolnosci biatka TROSPA_NA50 produkowanego w komdrkach
bakteryjnych oraz owadzich do wigzania biatka OspA.

A. Schematyczne przedstawienie TROSPA NA50 produkowanego w komoérkach owadzich oraz
w E. coli. Kolorem turkusowym zaznaczono znacznik HisTag, natomiast kolorem zottym -
znacznik FLAGtag. B. Poréwnanie efektywnosci wigzania biatka OspA przez dwa warianty
biatka TROSPA_NA50 — produkowany w komodrkach bakteryjnych lub owadzich. Obydwa
warianty TROSPA _NA50 oraz biatko CAT (kontrola) zostaly unieruchomione na ptytce, a
nastepnie inkubowane z OspA. llos¢ zwigzanego OspA badano za pomocg przeciwciat |-
rzedowych specyficznych wobec OspA oraz ll-rzedowych sprzezonych z AP. Po dodaniu
substratu dla AP, stezenie produktu reakcji katalizowanej przez enzym mierzono
spektrofotometrycznie. Kazdy stupek przedstawia srednig wzgledng absorbancje z 16 reakgc;ji
wraz z odchyleniem standardowym dla stezenia biatka OspA wynoszacego 30 pg/ml. Srednig
wzgledng absorbancije (wyrazong w %) dla kazdej z 3 par biatek obliczono poprzez podzielenie
Sredniej absorbancji przez absorbancje zmierzong dla kompleksu utworzonego przez
TROSPA _NA5Q z E. coli i OspA (proba referencyjna — 100%; czarny stupek). Réznica w ilosci
zwigzanego biatka OspA pomiedzy TROSPA_NA50 produkowanym w E. coli i w komoérkach
owadzich byta statystycznie nieistotna (p=0,2644).
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4.7. Badania struktury biatka TROSPA oraz kompleksu TROSPA-OspA

Do badan strukturalnych wybrano mutanty delecyjne TROSPA, ktére
wigzaty biatko OspA na tym samym poziomie co petnej diugosci TROSPA,
charakteryzowaty sie dobrg rozpuszczalnoscig i wystepowaty w roztworze w

formie monomeryczne;j.

4.7.1. Przesiewowe testy krystalizacyjne mutantéw delecyjnych TROSPA

Do testow krystalizacyjnych wybrano 3 mutanty delecyjne TROSPA:
TROSPA_NA44, TROSPA _NA44 CA7 oraz TROSPA_NA50_CA7. Biatka te
wyprodukowano w E. coli BL-21 Star, a nastepnie oczyszczono zgodnie z
procedurg zamieszczong Ww Rozdziale 4.4.2. Biatko TROSPA_NA44
zageszczono do stezenia 10 mg/ml, natomiast biatka TROSPA_NA44 CA7
oraz TROSPA NA50 CA7 zageszczono do okoto 45 mg/ml. Tak
przygotowane preparaty wykorzystano do testdow  krystalizacyjnych
wykonywanych metodg kropli siedzgcej przy uzyciu robota (Rozdziat 3.2.15).

Testy krystalizacyjne przeprowadzono z wykorzystaniem zestawow:
JCSG-plus, Morpheus, PACT premier, MIDAS, PEG/lon HT, oraz Index HT
(Rozdziat 3.1.6). W wyniku prowadzonych okoto 6 miesiecy obserwacji nie
stwierdzono tworzenia sie krysztatbw biatek w Zzadnej z 576 mieszanin. W
wiekszosci kropel formowat sie jedynie ciezki, amorficzny strat biatka (Rycina
4.11) [220].

Nieudane proby uzyskania krysztatow biatka sktonity nas do
zastosowania szeregu metod pozwalajgcych scharakteryzowaé strukture
biomolekut w roztworze. W tym celu mozna postuzy¢ sie metodami takimi jak
matokgtowe rozpraszanie = promieniowania  rentgenowskiego  (SAXS),
spektroskopia magnetycznego rezonansu jgdrowego (NMR), spektroskopia
dichroizmu kotowego (CD), spektroskopia fourierowska w podczerwieni (FT-IR),

dynamiczne rozpraszanie swiatta (DLS) oraz wieloma innymi [221].
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Rycina 4.11. Ciezki, amorficzny strat biatka TROSPA_NA44.

4.7.2. Pomiary dynamicznego rozpraszania Swiatta

Pomiary dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS, ang. Dynamic Light
Scattering) umozliwiajg wyznaczenie promienia hydrodynamicznego (Rn)
czgsteczek poprzez analize zmian intensywnosci swiatta rozproszonego przez
molekuty ulegajace w roztworze ruchom Browna. Zwigzek pomiedzy szybkoscig
ruchéw Browna czgstek oraz ich Rn jest opisany za pomocg rownania Stokesa-

Einsteina:
D = ksT/(61TnNRH),

gdzie D — wspotczynnik dyfuzji, ks — stata Boltzmann’a, T — temperatura, n -
lepkosc¢ rozpuszczalnika.

DLS pozwala oceni¢, czy w probce wystepujg zagregowane formy biatka
[222,223]. Za pomocg DLS mozna rowniez zbadac stabilnos¢ termiczng biatka
oraz wyznaczy¢ jego temperature topnienia Tm (ang. melting point). Tm 0znacza
temperature, przy ktérej nastepuje denaturacja termiczna oraz agregacja
czgsteczek biatka, mierzona gwattownym wzrostem wartosci Rn [224].

Zmiany wartosci Rn wraz ze wzrastajgcym stezeniem 2zwigzku
denaturujgcego, takiego jak mocznik oraz chlorowodorek guanidyny (GuHCI),
niosg ze sobg informacje na temat struktury biatka. Dla biatek posiadajgcych
stabilng strukture trzeciorzedowg krzywa denaturacyjna, ktora opisuje wzrost

wartosci Rn w zaleznodci od stezenia GuHCI oraz mocznika, ma duze
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nachylenie oraz sigmoidalny ksztatt [225]. Denaturacja biatek globularnych za
pomocg GuHCI oraz mocznika czesto przebiega w co najmniej dwoch etapach:
(i) ze stanu uporzgdkowanego (natywnego) do konformacji podobnej do
stopionej globuli (MG; ang. molten globule-like) oraz (ii) ze stanu MG do
konformacji ktebka statystycznego (Rycina 4.12) [225].

Z drugiej strony dla biatek nieuporzgdkowanych o charakterystyce
podobnej do konformacji stopionej globuli typu PMG (ang. premolten globule-
like), bedgcego stanem przejsciowym pomiedzy MG a kiebkiem statystycznym
krzywa denaturacyjna ma mate nachylenie oraz moze cechowac sie brakiem

wyraznie zarysowanego sigmoidalnego ksztattu [226—-228].
biatko uporzadkowane

(ang. ordered protein)

biatko typu MG
(ang. molten globule)

biatko typu PMG
(ang. pre-molten globule)

biatko w postaci kiebka
statystycznego
(ang. random coil)

Rycina 4.12. Model kwartetu biatkowego

Zgodnie z modelem kwartetu biatkowego funkcja biatka moze wynikaé z czterech réznych
stanéw organizacji jego struktury przestrzennej (formy ustrukturyzowanej, konformaciji stopionej
globuli typu MG oraz PMG, a takze kiebka statystycznego) oraz wzajemnych przeksztatcenh
pomiedzy kazdg z konformacji [229,230].

Pomiary DLS wykazaty, ze biatko TROSPA_ NA44 nie tworzy agregatéw.
Podczas denaturacji termicznej w zakresie temperatur od 4°C do 80°C (pH 7,9)
Rn biatka TROSPA_NA44 wahat sie w granicach od 2,91 nm do 3,45 nm

(Rycina 4.13A i B). W warunkach fizjologicznych temperatury (4°C — 37°C)
Sredni Rn wynosit 3,22 nm. Powyzsze wartosci Rn odpowiadajg masie
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molekularnej wynoszgcej odpowiednio od 41 kDa do 61 kDa dla hipotetycznego
biatka globularnego [223]. TROSPA_NA44 ma zatem prawie 2 razy wiekszy Rn
niz biatko globularne o podobnej masie (Rn biatka globularnego o masie 12,53
kDa wynosi okoto 1,75 nm). Tak duzy Rn w stosunku do relatywnie niskiej masy
molowej swiadczy o matym stopniu upakowania tancucha polipeptydowego, co
jest charakterystyczne dla biatek nieuporzgdkowanych o konformacji stopione;j
globuli typu PMG (ang. premolten globule-like) lub ktebka statystycznego [231].
Co wiecej, w badanym przedziale temperatur (4°C — 80°C) nie doszto do
denaturacji termicznej i agregacji biatka, o czym swiadczy brak znaczgcego
wzrostu wartosci Rn. Wskazuje to na jego stabilnos¢ termiczng, ktéra rowniez
jest jedng z cech biatek pozbawionych stabilnej struktury trzeciorzedowe;j
[227,232].

Podczas denaturacji chemicznej biatka za pomocg mocznika lub GuHCI
Rn  TROSPA_NA44 wzrastat wraz ze wzrostem stezenia zwigzku
denaturujgcego od 2,87 nm przy braku mocznika do 4,89 nm w buforze z
mocznikiem o stezeniu wynoszgcym 8,75 M oraz od 2,89 nm przy braku GuHCI
do 4,87 nm w 7 M GuHCI (Rycina 4.13C). Podczas denaturacji TROSPA_NA44
w moczniku oraz GuHCI krzywa denaturacyjna wykazywata monotoniczny
wzrost. Dodatkowo, w przypadku denaturacji TROSPA NA44 w moczniku
zaobserwowano podwojnie sigmoidalny ksztatt krzywej denaturacyjnej, co moze
Swiadczy¢ o stopniowej denaturacji ustrukturyzowanych fragmentow
TROSPA _NA44 [227].
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Rycina 4.13. Zmiany R, biatka TROSPA_NA44 w zaleznosci od temperatury lub obecnosci
zwigzku denaturujacego.

B. Rozkiad wielkosci Rn TROSPA _NA44 w roznych temperaturach. C. Krzywe
denaturacyjne opisujgce wymiary hydrodynamiczne TROSPA_NA44 w funkcji stezenia GuHCI
lub mocznika. Wartosci Rn na wykresach w punkcie B i C stanowig warto$¢ srednig uzyskang z
pomiaréw przeprowadzonych w 2 powtérzeniach biologicznych oraz 13 technicznych.

A,
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4.7.3. Saczenie molekularne biatka TROSPA_NA44 w warunkach
natywnych i denaturujacych

W celu poréwnania rozmiarow biatka TROSPA_NA44 w roztworze z
biatkami o znanej strukturze, przeprowadzono chromatografie sitowg (sgczenie
molekularne; SEC), ktéra pozwala rozdzieli¢ czgsteczki w zaleznosci od ich
rozmiarow  hydrodynamicznych. Rozdziat  chromatograficzny  biatek
przeprowadzono w obecnosci czynnika redukujgcego TCEP, aby zapobiec
tworzeniu niespecyficznych mostkow dwusiarczkowych pomiedzy resztami
Cys155, w warunkach natywnych oraz denaturujgcych (8 M mocznik)
(Rozdziat 3.2.13.5). Jako wzorce zastosowano trzy biatka globularne: surowiczg
albumine wotowg (BSA, ang. bovine serum albumin), proteaze TEV oraz

lizozym (Rycina 4.14).

TROSPA_NA44

<
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.....................................
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Rycina 4.14. Chromatogram przedstawiajgcy profil elucyjny biatka TROSPA_NA44 oraz 3
molekularnych wzorcéw w warunkach natywnych (linia ciggta) oraz denaturujgcych (linia
kropkowana).

Czarne strzatki wskazujg czas wyptywu biatek z kolumny: 1- surowicza albumina wotowa (BSA,;
MW= 66,5 kDa) - monomer, 2- TROSPA_NA44 (MW= 12,53 kDa), 3- proteaza TEV (MW= 27
kDa), 4- lizozym (MW= 14,3 kDa). Roznice w czasie elucji biatka w warunkach natywnych i
denaturujgcych zaznaczono czerwong (TROSPA_NA44) lub zielong strzatkg (BSA, TEV,
Lizozym). Warunki natywne: 25 mM Tris-HCI pH 7,9; 200 mM NaCl; 1 mM TCEP pH 7,9;
Warunki denaturujgce: 25 mM Tris-HCI| pH 7,9; 200 mM NaCl; 1 mM TCEP pH 7,9; 8 M
mocznik. Analize frakcji prowadzono za pomocg SDS-PAGE.
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Podczas sgczenia molekularnego biatek w warunkach natywnych
TROSPA_NA44 (12,53 kDa) wyptywata z kolumny zaraz za BSA (66,5 kDa),
natomiast znacznie szybciej niz proteaza TEV (27 kDa), ktéra posiada ponad
dwukrotnie wiekszg mase, czy tez lizozym (14,3 kDa) o masie molowej
zblizonej do TROSPA_NA44. Oznacza to, ze TROSPA_NA44 migrowata w
kolumnie jak biatko globularne o masie wynoszacej okoto 50 — 60 kDa, co
pokrywa sie z wynikami DLS i $wiadczy o zwiekszonej objetosci
hydrodynamicznej i matej gestosci biatka (Rozdziat 4.7.2). Co wiecej, sgczenie
molekularne  TROSPA NA44 w warunkach nieredukujgcych (bez TCEP)
wykazato, ze niewielka frakcja biatka tworzy dimery, ktére powstajg
najprawdopodobniej  wskutek  formowania  niespecyficznych  mostkow
disiarczkowych pomiedzy umiejscowionymi na powierzchni biatka resztami
cysteiny (dane niezamieszczone w tej pracy).

Aby sprawdzi¢, czy duze rozmiary hydrodynamiczne TROSPA_NA44 nie
wynikajg z oligomeryzacji czgsteczek biatka przeprowadzono sgczenie
molekularne w warunkach redukujgcych i denaturujgcych (Rycina 4.14).
Szczegdétowa analiza frakcji za pomocg SDS-PAGE wykazata, ze
TROSPA _NA44 nie tworzy oligomerow. Ponadto, okazato sie, ze BSA, TEV
oraz lizozym w wyniku denaturacji wyptywaty z kolumny okoto 14-16 minut
wczesniej niz w warunkach natywnych, podczas gdy dla TROSPA NA44
réznica ta wynosita okoto 5 minut. Wynika z tego, ze TROSPA_ NA44 ulega
denaturacji w niewielkim stopniu, co swiadczy o obecnosci w TROSPA NA44
szczgtkowej struktury, ktora ulega catkowitemu rozpadowi pod wptywem 8 M

mocznika.
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4.7.4. Analiza sekwencji aminokwasowej TROSPA metodami

bioinformatycznymi

4.7.4.1. Przewidywanie stopnia nieuporzagdkowania

Zaobserwowane podczas pomiaréw DLS (Rozdziat 4.7.2) oraz
chromatografii zelowej (Rozdziat 4.7.3) zwiekszone wartosci parametréw
hydrodynamicznych TROSPA_NA44 (Rn, objetos¢ hydrodynamiczna) wskazujg
na nieuporzgdkowanie jego tancucha polipeptydowego. W celu identyfikacji
rejondow nieustrukturyzowanych w TROSPA zastosowano przewidywanie
stopnia nieuporzgdkowania biatka na podstawie jego sekwencji aminokwasowej
przy uzyciu serwera MetaDisorder. Narzedzie to dokonuje metaanalizy danych
wygenerowanych przez 13 programéw stuzgcych do przewidywania rejonow
biatka, ktére nie posiadajg stabilnej struktury trzeciorzedowej: DisEMBL [233],
DISOPRED2 [234], DISpro [235], Globplot [236], iPDA [237], IUPred [238],
PDISORDER [239], Poodle-S [240], Poodle-L [241], PrDOS [242], Spritz [243],
DisPSSMP [244] oraz RONN [245]. Skutecznos¢ algorytmu MetaDisorder
zostata potwierdzona w miedzynarodowych zawodach CASP8 oraz CASP9
(ang. Critical Assessment of protein Structure Prediction).

Wynik przeprowadzonej analizy wskazuje, ze TROSPA jest biatkiem w
wiekszosci pozbawionym stabilnej struktury trzeciorzedowej i mozna je zaliczy¢
do biatek inherentnie nieuporzgdkowanych — IDP (ang. Intrinsically Disordered
Proteins) (Rycina 4.15). Stopien nieuporzgdkowania biatka w zaleznosci od
uzytej metody wynosi od 72% do 84%. Ustrukturyzowany rejon TROSPA
znajduje sie w poblizu konca karboksylowego biatka i obejmuje odcinek od
Val-126 lub Thr-135 do GIn-160. Wyniki te pokrywajg sie z faktem, iz ponad
55% reszt aminokwasowych wchodzacych w sktad zewngtrzkomorkowej czesci
TROSPA postrzeganych jest jako faworyzujgce stan strukturalnego
nieporzadku (ang. disorder-promoting; Arg, Gly, GIn, Ser, Glu, Lys, Pro oraz
Ala), natomiast tylko 21% reszt to tzw. aminokwasy sprzyjajgce
uporzgdkowaniu (ang. order-promoting; lle, Leu, Val, Trp, Tyr, Phe, Cys oraz
Asn) [246].
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Rycina 4.15. Wykres prezentujagcy prawdopodobienstwo wystapienia rejonéw
nieuporzadkowanych w biatku TROSPA.

Przewidywania stopnia nieuporzadkowania biatka przeprowadzono za pomocg programu
MetaDisorder, z wykorzystaniem trzech algorytmow [209]. Wartos¢ prawdopodobienstwa
powyzej 0,5 wskazuje na tendencje do tworzenia w danym rejonie fragmentéw
nieustrukturyzowanych.

4.7.4.2. Analiza hydrofobowosci, sSredniego wypadkowego tadunku oraz

punktu izoelektrycznego

Biatka IDP charakteryzujg sie niskg hydrofobowoscig oraz stosunkowo
wysokim wypadkowym tadunkiem w pH 7, z czego wynika skrajnie niska lub
skrajnie wysoka wartos¢ punktu izoelektrycznego (pl) [247,248]. W celu
wyznaczenia powyzszych parametréw dla TROSPA oraz TROSPA_NA44,
dokonano obliczenia Sredniej hydrofobowosci (ang. mean hydrophobicity),
Sredniego wypadkowego tadunku (ang. mean net charge) oraz pl dla obydwu
biatek. Srednig hydrofobowo$é obliczano poprzez zsumowanie hydrofobowo$ci
wszystkich aminokwasow znormalizowanej w skali od 0 do 1 (znormalizowano
metodg opisang przez Kyte i Doolittle [249], za pomocg programu ProtScale
[210]), a nastepnie podzielenie uzyskanej sumy przez catkowitg liczbe
aminokwaséw w biatku. Natomiast sredni wypadkowy tadunek obliczano przez
podzielenie wypadkowego tadunku biatkka w pH 7,0 przez liczbe jego
aminokwasow. Teoretyczng warto$¢ pl wyznaczano przy uzyciu programu
Compute pl/Mw [210].
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Uzyskane wartosci sredniej hydrofobowosci i Sredniego wypadkowego
tadunku dla TROSPA oraz TROSPA_NA44 wyniosty odpowiednio 0,5268 i
0,077 oraz 0,4999 i 0,065. Otrzymane wyniki stanowig wartosci posrednie
pomiedzy wartosciami charakterystycznymi dla biatek ustrukturyzowanych oraz
IDP. Z drugiej strony pl dla TROSPA oraz TROSPA_NA44 wyniosty
odpowiednio 3,83 i 4,03, ktore stanowig wartosci typowe dla biatek inherentnie

nieuporzgdkowanych [247,250].

4.7.5. Analiza struktury TROSPA_NA44 metoda dichroizmu kotowego

W celu scharakteryzowania zawartosci struktur drugorzedowych w biatku
TROSPA NA44 przeprowadzono pomiary dichroizmu kotowego (CD) w
roztworach o réznym pH, w zakresie temperatur od 5°C do 80°C. Warto$é
Sredniej eliptycznosci molowej na reszte aminokwasowg [B]mrw przy dtugosci
fali okoto 200 nm traktowano jako wskaznik zawartosci rejonow
nieuporzgdkowanych w biatku, natomiast sygnat [B]vrw przy A=222 nm stanowit
miare zawartosci helisy a [251]. We wszystkich badanych warunkach pH oraz
temperatury widma TROSPA NA44 wykazywaty silny sygnat negatywny przy
dtugosci fali 200 nm, co swiadczy o wysokim stopniu nieuporzgdkowania jego
tancucha polipeptydowego. Co wiecej, obserwowany w zakresie pH 8 — 7,4
wzrost wartosci [6]200 z -21100 do -15400 deg - cm? - dmol? oznacza, ze maleje
ilos¢ rejondéw nieustrukturyzowanych w biatku (Rycina 4.16). Jednoczesnie
zaobserwowano wzrost zawartosci helis a w pH 7 oraz 7,4, o czym $wiadczy
malejgca warto$¢ [0]222: z -3500 do -6100 deg - cm? - dmolt. Oznacza to, ze
TROSPA _NA44 w zaleznosci od pH s$rodowiska przechodzi dynamicznie z
konformacji kiebka statystycznego (ang. random coil) do struktury stopionej

globuli typu PMG (ang. premolten globule) [229].
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Rycina 4.16. Widmo dichroizmu kotowego (CD) dla TROSPA_NA44 w zaleznosci od pH, w
temperaturze 25°C.

Srednig eliptycznos¢ molowg na reszte aminokwasowg [6]wrw (deg - cm? - dmol?)
przedstawiono w funkcji dtugosci fali A. Intensywny sygnat negatywny w okolicach A=200 nm
Swiadczy o wysokiej zawartosci rejonéw nieuporzgdkowanych w biatku, podczas gdy sygnat
przy A=222 nm jest wyznacznikiem obecnosci helis a. W pH 7,4 wartos¢ [B]z200 znaczaco rosnie,
co jest sygnatem porzadkowania sie biatka (zmniejsza sie stopien nieuporzgdkowania z 85 do
56% - czarna strzatka). Z kolei [0]222 osigga najnizsze wartosci w pH 7 oraz 7,4, co $wiadczy o
zwiekszeniu zawartosci helis a w strukturze TROSPA_NA44 w danym zakresie pH (z 6 do 17%
- pomaranczowa strzatka). Procenty oznaczajg zawartos¢ struktur drugorzedowych obliczong w
programie CONTIN-LL.

Aby szczegotowo okresli¢é udziat struktur drugorzedowych w biatku
TROSPA_NA44 przeprowadzono analize widm CD w programie CONTIN-LL.
Program ten wybrano z uwagi na jego wysokg skutecznos¢ dla biatek
nieustrukturyzowanych [252]. Stwierdzono, ze w pH zblizonym do
fizjologicznego (pH 7 oraz 7,4) nastepuje wzrost ustrukturyzowania
TROSPA NA44, co powoduje, ze blisko potowa biatka zawiera elementy
struktury drugorzedowej (Rycina 4.17 oraz Tabela 4.7).
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Rycina 4.17. Procentowa zawartos¢ rejonéw nieuporzadkowanych w TROSPA_NA44, w
zaleznosci od pH oraz temperatury.

Obliczono na podstawie wynikow CD za pomocg programu CONTIN-LL dostepnego na
serwerze DICHROWEB.

Tabela 4.7. Procentowa zawartos¢ struktur drugorzedowych w biatku TROSPA_NA44 w
srodowisku o réznym pH w zakresie temperatur od 5°C do 80°C.

Obliczono za pomocg programu CONTIN-LL dostepnego na serwerze DICHROWEB
wykorzystujgc zestaw danych dla 48 biatek. Wszystkie wartosci znormalizowanego sredniego
odchylenia kwadratowego (ang. normalized root mean square deviation) miescity sie w
akceptowalnych granicach <0,1 i wynosity srednio 0,047.

T Helisa a (%) Harmonijka B (%) Zwrot (%) Rejony nieuporzadkowane (%)
(C) |pH pH pH pH pH |pH pH pH pH pH|pH pH pH pH pH|ipH pH pH pH pH
6 6,4 7 7,4 8 6 6,4 7 7,4 8 6 6,4 7 7,4 8 6 6,4 7 7,4 8

5 4 5 8 10 8 2 7 19 7 8 5 12 15 7 80 88 73 56 82
10 4 6 7 10 5 9 5 22 4 7 4 10 17 5 81 85 78 51 86

15 5 5 8 8 4 8 12 14 6 7 5 14 16 6 | 80 88 66 62 84

20 6 6 9 10 7 9 9 19 7 8 6 13 16 7 |78 84 70 55 78

w g w u

25 6 6 17 10 8 10 5 18 9 9 6 13 16 7 |76 85 65 56 v
30 6 6 9 8 5 10 6 7 18 3 8 6 13 18 8 | 76 82 72 56 84
35 7 6 9 16 7 11 4 9 17 12 | 10 7 13 16 6 | 73 83 69 51 76
40 7 7 8 15 8 11 6 7 16 10| 9 7 13 16 7 |73 81 72 53 75

45 7 6 17 13 6 11 5 5 12 4 |10 7 14 17 8 | 72 82 65 58 83

50 7 6 16 13 7 11 3 5 14 9 9 4 12 17 6 | 73 87 67 56 79
55 7 6 16 6 6 8 6 6 5 5 8 4 12 9 9 | 77 84 66 80 80
60 8 6 17 4 4 11 5 3 4 4 9 6 12 6 6 | 72 83 68 86 86
65 7 7 7 7 7 10 4 2 4 4 110 5 6 7 7 |74 84 85 82 82

70 8 6 15 7 7 11 3 1 2 2 8 6 6 5 5|74 85 78 87 87
75 7 7 7 5 5 7 7 0 2 2 9 6 7 4 4 | 78 80 86 88 88

80 7 6 7 5 5 7 4 0 5 5 7 4 8 2 2 179 86 84 88 88
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4.7.6. Analiza  struktury  TROSPA_NA44 metoda matokatowego
rozpraszania promieni rentgenowskich (SAXS)

Matokatowe rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego (ang. Small
Angle X-ray Scattering - SAXS) jest powszechnie uzywang technikg
umozliwiajgca badanie struktury biatka w roztworze. Eksperyment SAXS,
polega na naswietleniu promieniowaniem rentgenowskim o dtugosci ok. 1 A
kapilary, w ktorej znajduje sie badany roztwor. Intensywnos¢ promieniowania
rozproszonego jest rejestrowana w funkcji wektora rozpraszania s (s=4T1sin6/A),
gdzie 26 jest kgtem pomiedzy promieniowaniem padajgcym, a rozproszonym,
natomiast A stanowi dlugosc¢ fali promieniowania rentgenowskiego. W analizie
SAXS wykorzystuje sie efekt rozpraszania przez bioczgsteczki, dlatego od
intensywnosci rozpraszania badanej prébki odejmuje sie intensywnosé
rozpraszania rozpuszczalnika [253].

Krzywe rozpraszania SAXS dla biatka TROSPA_NA44 pokazano na
Rycinie 4.18.

12 mg/ml

S Fx T T T T T T
©

g 6 mg/mi
C
>
o]
-

L] I L] I L] I L] I L] I L] I L]

1 mg/ml

— 71 r 1 - rr 1 11T "
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

s [nm]

Rycina 4.18. Krzywe rozpraszania SAXS dla biatka TROSPA_NA44 w stezeniach od 1, 6 i
12 mg/ml.
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Przedstawienie krzywej rozpraszania w postaci tzw. wykresu Kratky’ego
(I(s) - s w funkcji s) umozliwia analize stopnia uporzgdkowania struktury
przestrzennej biatka [254]. W przypadku biatek uporzgdkowanych takich jak
lizozym czy izomeraza glukozy, na wykresie Kratky’ego widoczna jest parabola
z wyraznym maksimum, natomiast w przypadku biatek inherentnie
nieuporzadkowanych wykres Kratky’'ego ma postac hiperbolicznego plateau
[254,255]. W nizszych stezeniach biatka TROSPA NA44 (1 mg/ml), widoczne
jest wyrazne, hiperboliczne plateau (Rycina 4.19). Natomiast przy wyzszych
stezeniach (6 i 12 mg/ml) obserwowane jest tworzenie sie maksimum, ktore

wskazuje na wzrost ustrukturyzowania TROSPA_NA44 [254].

12mg/ml

6mg/ml

w
0 | 1 ' 2
s [nm™]

Rycina 4.19. Wykres Kratky’ego dla rosnacych stezen biatka TROSPA_NA44.

Na podstawie danych SAXS mozna dokona¢ charakterystyki
strukturalnej biatek IDP oraz ukfadéw elastycznych stosujgc algorytm EOM
(ang. Ensemble Optimization Method) [196]. EOM tworzy zestaw modeli, ktore
tacznie dajg obserwowang krzywg rozpraszania. W wyniku wykorzystania tej
metody otrzymano reprezentatywne modele TROSPA_NA44 przedstawione na
Rycinie 4.20, natomiast w Tabeli 4.8 zestawiono parametry strukturalne ww.

modeli.
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Rycina 4.20. Modele TROSPA_NA44 otrzymane na podstawie
danych SAXS za pomoca EOM.

Stezenie biatka TROSPA_NA44 w badanych probkach wynosito
od 1 do 12 mg/ml. Wraz ze wzrostem stezenia mozna
zaobserwowaé zmniejszanie sie $rednich rozmiaréw biatka
(malejgca wartos¢ Ry oraz Dpax) oraz powstawanie wigkszej ilosci
elementow struktury drugorzedowej. Zielong czcionkg oznaczono
procentowg zawartos¢ danego konformeru w populacji.
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Duze warto$ci Ry oraz Dmax tj. maksymalnej odlegtosci pomiedzy
atomami w czgsteczce, ktore zostaty wyznaczone dla modeli TROSPA_NA44
wygenerowanych przez EOM, potwierdzajg, ze biatko to nalezy do klasy biatek
inherentnie nieuporzgdkowanych. Ponadto, analiza otrzymanych modeli
TROSPA_NA44 wskazuje na istnienie co najmniej kilku populacji biatka,
réznigcych sie wartosciami Rg i Dmax (Rycina 4.21) Parametry te wykazujg
wyrazny rozktad dwumodalny i dla populacji o bardziej zwartej strukturze Rg i
Dmax wynoszg odpowiednio 3,4 — 3,7 nm oraz 9,0 — 10,0 nm, dla drugiej
natomiast, zawierajgcej bardziej wydtuzone czgsteczki Rg i Dmax wynoszg

odpowiednio 3,9 — 4,5 nm oraz 11,4 — 14,0 nm.

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Doax (NM)

Rycina 4.21. Przykladowy obraz rozktadu maksymalnej dlugosci (Dmax) czasteczek biatka
TROSPA_NA44 otrzymany metodg EOM.

Czarna linia pokazuje obraz usredniony, natomiast czerwona — obraz dla populacji, z ktérej
wygenerowano struktury 1.1 i 1.2 przedstawione na Rycinie 4.20.

Jednym ze sposobdéw okreSlenia stopnia upakowania fancucha
polipeptydowego biatka jest poréwnanie jego promienia zyracji z promieniem
hydrodynamicznym. Dla biatek globularnych o zwartej strukturze stosunek
R¢/Rn wynosi w przyblizeniu 0,77, podczas gdy dla biatek catkowicie
rozwinietych Rg/Rn = 1,40 [254,256]. W przypadku TROSPA_NA44 w roztworze
o pH 7,9 i temperaturze 20°C stosunek Rg/Rn wynosi okoto 1,26, co potwierdza

niewielkg zawarto$¢ elementéw strukturalnych w biatku, w podanych wyzej
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warunkach (Tabela 4.8). Analiza danych SAXS koreluje zatem z danymi
uzyskanymi z pomiarow CD, ktére wskazujg na Sladowg zawartos¢ struktur

drugorzedowych w pH 7,9.

Tabela 4.8. Parametry strukturalne biatka TROSPA_NA44 obliczone za pomocag metody
EOM.

Stezenie biatka Sredni Ry (nm) | Srednie Dmax (Nm) | Stosunek Rg/Rn*
TROSPA NA44

1 mg/ml 4,15 11,43 1,31

2 mg/ml 4,27 12,52 1,34

3 mg/ml 4,05 11,73 1,27

6 mg/ml 3,80 11,89 1,19

9 mg/ml 3,89 11,39 1,22

12 mg/ml 3,80 10,72 1,20

*przy Rn wynoszacym srednio 3,19 nm (pH 7,9; T=20°C)

4.7.7. Badania struktury kompleksu TROSPA_NA44 — OspA_NA6

Metode SAXS zastosowano rowniez w celu scharakteryzowania
struktury kompleksu TROSPA NA44-OspA_NA6. Do badahn wykorzystano
(utworzonego wczesniej, w Zakfadzie Biologii Molekularnej i Systemowej ICHB
PAN) mutanta delecyjnego biatka OspA_NA6 pozbawionego 6 aminokwasow z
kohca aminowego ze wzgledu na jego lepszg rozpuszczalnos¢ w stosunku do
petnej dtugosci OspA oraz brak tendencji do agregacji. Rozpuszczalng forme
mutanta delecyjnego OspA NA6 w postaci biatka fuzyjnego HisTag-NusA-
OspA_NA6 wyprodukowano w komorkach E. coli BL21-Star przy uzyciu
wektora pMCSG48. Oczyszczanie OspA _NA6 prowadzono analogicznie jak w
przypadku TROSPA NA44, z zastosowaniem chromatografii INIAC oraz
sgczenia molekularnego (Rozdziat 4.4.2). Oczyszczone biatko OspA_NA6 byto
pozbawione znacznika fuzyjnego HisTag-NusA.

Krzywe SAXS dla biatka TROSPA NA44, OspA NA6 i kompleksu
TROSPA _NA44-OspA_NAG6 zostaty przedstawione na Rycinie 4.22, natomiast
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funkcje rozktadu odlegtosci wewnagtrzczgsteczkowych p(r) oraz wykresy
Kratky’'ego zostalty pokazane odpowiednio na Rycinie 4.23 oraz 4.24.
Funkcja p(r) (ang. pair-distance distribution function) jest reprezentacjg krzywej
rozpraszania w przestrzeni rzeczywistej. Opisuje ona rozktad odlegtosci
pomiedzy parami atoméw zawartych w objetosci czgsteczki. Funkcja p(r) jest
uzywana do analizy danych z pomiarow SAXS, gdzie stuzy do opisywania
zbioru sparowanych odlegtosci pomiedzy wszystkimi elektronami i jest bardzo
uzytecznym narzedziem do  wizualizacji  zmian konformacyjnych

makroczgsteczki. Funkcja p(r) moze by¢ wyrazona wzorem:

sin sr
sr

dr

2
p(r) =5 [, s*1(6)
gdzie: p(r) - funkcja rozktadu odlegtosci wewnatrzczgsteczkowych, s - wektor
rozpraszania, I(s) - intensywnos¢ promieniowania rozproszonego, r - odlegtosc
pomiedzy wybranymi dwoma punktami wewnatrz czgsteczki.

Funkcja p(r) dla biatka OspA_NAG6 jest asymetryczna, co wskazuje na
wydtuzony ksztatt czgsteczki (Rycina 4.23) [257,258]. Widoczne podwdjne
maksimum funkcji p(r) swiadczy o istnieniu dimeru OspA_NAG6, potgczonego
elastycznym tgcznikiem [257,259]. O obecnosci dimeru OspA_NA6 sSwiadczy
rowniez warto$¢ Dmax, ktéra wynosi 17,5 nm, podczas gdy Dmax uzyskana dla
monomeru OspA_NA17 wynosita 8,5 nm, co stanowi warto$¢ dwukrotnie
mniejszg [114].

Dla biatek globularnych funkcja p(r) ma ksztait symetryczny, z maksimum
w okolicach potowy wartosci Dmax (Dmax/2). Z drugiej strony czgsteczki
posiadajgce forme sptaszczong réwniez wykazujg symetryczny ksztait funkcji
p(r), jednakze posiada ona szerokie maksimum, ktére jest dodatkowo
przesuniete w kierunku odlegtosci r mniejszej niz Dmax/2 [195,258].

Symetryczny ksztatt funkcji p(r) dla kompleksu TROSPA NA44—
OspA_NA6 w stosunku molowym 1:1, ze stosunkowo szerokim maksimum
wynoszgcym okoto 9 nm, czyli ponizej wartosci Dmax/2 (~12 nm), wskazuje, iz
kompleks ten posiada ksztatt sptaszczonej globuli [195,258]. Wielko$¢ Dmax dla
kompleksu jest prawie o 10 nm wigksza niz dla dimeru OspA_NA6 (Rycina
4.23).
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I(s) [a.u.]

s [nm1]

Rycina 4.22. Krzywe eksperymentalne SAXS dla TROSPA_NA44 (czerwona), OspA_NA6
(czarna) i kompleksu TROSPA_NA44-OspA_NAG6 (niebieska).

p(r)

0 5 10 15 20 25
r [nm]

Rycina 4.23. Znormalizowana funkcja rozkladu odlegltosci wewnatrzczasteczkowych p(r)
dla TROSPA_NA44 (czerwona), OspA_NA6 (czarna) oraz kompleksu TROSPA_NA44-
OspA_NAG6 (niebieska; stosunek molowy 1:1).
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Rycina 4.24. Wykres Kratky’ego dla TROSPA_NA44 (czerwona), OspA_NAG6 (czarna) oraz
kompleksu TROSPA_NA44-OspA_NAG6 (niebieska; stosunek molowy 1:1).

Dla biatek ustrukturyzowanych wykres Kratky’ego ma posta¢ paraboli, natomiast w przypadku
IDP wykres Kratky'ego ma posta¢ funkcji logarytmicznie wzrastajgcej. Dla biatek
wielodomenowych lub kompleksu biatek widoczne jest zatamanie paraboli [195,255].
Nieregularna parabola w przypadku OspA_NA6 oraz wyrazne zatamanie lewego ramienia
paraboli kompleksu TROSPA NA44-OspA NA6 wskazujg na strukture globularng o
charakterze wielodomenowym [254,260].

Z krzywych SAXS wyznaczono mase i objetos¢ biatek [195,261]. Masa
czgsteczkowa (MW) TROSPA_NA44 wyznaczona z danych SAXS wynosi
13,4 kDa, podczas gdy masa wyznaczona za pomocg spektrometrii MALDI-ToF
wynosi 12,53 kDa (Rycina 4.6), co potwierdza, ze biatko to wystepuje w
roztworze w postaci monomeru. Masa OspA_ NA6 wystepujgcego w roztworze
w stezeniu 1,5 mg/ml wynosi 30,2 kDa (teoretyczna MW=28,98 kDa), natomiast
przy wyzszych stezeniach biatka (=3 mg/ml) wynosi ona okoto 60 kDa, co
wskazuje na tworzenie sie dimeru OspA_NA6. MW wyznaczona dla kompleksu
TROSPA_NA44-OspA_NA6 wynosi 89,3 kDa i wskazuje na obecnosé
kompleksu sktadajgcego sie z dimeru OspA_NAG6 oraz dotgczonych do niego
dwoch czgsteczek TROSPA NA44. Objetosci wyznaczone z danych SAXS
wynoszg odpowiednio: TROSPA NA44 - 43,1 nm3, dimer OspA_NA6 -
131,9 nm3 oraz objetos¢ kompleksu — 242 nm3. Objeto$¢ czgsteczki OspA
wyznaczona z modeli krystalograficznych w programie CRYSOL wynosi okofo
60 nm3, co stanowi w przyblizeniu potowe wartosci obliczonej na podstawie
danych SAXS [204]. Fakt ten potwierdza obecno$¢ dimeru OspA _NAG6 w
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roztworze. Natomiast dane SAXS potwierdzajg tworzenie sie kompleksu
TROSPA NA44—-OspA _NAG6 w stosunku stechiometrycznym 2:2.

4.7.8. ldentyfikacja elementéw molekularnego rozpoznania (MoRFs)

Sekwencje aminokwasowg TROSPA _NA44 analizowano w celu
zlokalizowania tzw. elementéw molekularnego rozpoznania — MoRFs (ang.
Molecular Recognition Features). MoRFs to krétkie, nieustrukturyzowane rejony
biatka, ktore pod wptywem kontaktu z partnerem podlegajg przejsciu ze stanu
nieuporzgdkowanego do uporzagdkowanego (ang. disorder-to-order transition).
Jak sama nazwa wskazuje sg one zaangazowane w molekularne
rozpoznawanie, ktore jest pierwszym etapem procesu wigzania sie biatek [262].
Do identyfikacji MoRFs w TROSPA NA44 wykorzystano dwa narzedzia
bioinformatyczne - MoRFprep 0raz ANCHOR [212,213]. Przewidziane elementy
MoRFs, duplikacje, a takze wprowadzone mutacje substytucyjne (Rozdziat 4.5)
zaznaczono na modelu TROSPA NA44 na Rycinie 4.25.

MoRFprep odnalazt 7 fragmentéw MoRF: T71, A73, 77-80: VVSS, 98-99:
TA, L101, T135 oraz 151-154: ASYL, natomiast ANCHOR zidentyfikowat dwa
takie miejsca: 49-55: LSLPLQL oraz 100-105: SLSMLP. Oprocz tego, w
TROSPA NA44 znaleziono dwa 24-aminokwasowe zduplikowane fragmenty
(46-69 oraz 98-121), ktére roznig sie zaledwie jednym aminokwasem
(Rycina 4.25). Wysokie podobienstwo sekwencji moze swiadczy¢é o istotnym
znaczeniu strukturalnym oraz funkcjonalnym reszt aminokwasowych
wchodzgcych w skiad tych fragmentéw [221]. Analiza powtarzajgcych sie
sekwencji w biatkach wykazata, ze w wiekszosci przypadkéw stanowig one
regiony nieuporzgdkowane, ktére mogg podlegaé strukturyzacji pod wptywem
wigzania sie z innym biatkiem. Co wiecej, zaobserwowano, ze u eukariontéw
72,3% takich powtérzen w Dbiatkach btonowych wystepuje w stanie
strukturalnego  nieuporzgdkowania [263]. Jest zatem mozliwe, ze
zidentyfikowany 24-aminokwasowy fragment TROSPA nie posiada stabilnej
struktury. Jego charakterystyczny skfad aminokwasowy, gdzie 71% reszt
stanowig polarne, nienatadowane reszty Ser, Thr oraz GIn poprzedzielane
resztami Ala i Pro wskazuje, ze moze on petni¢ funkcje elastycznego tgcznika
oddzielajgcego ustrukturyzowane fragmenty biatka TROSPA _NA44 [264,265].
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Zduplikowane fragmenty: MoRFy wg ANCHOR:
46-69: TASLSLPLQLSPRSLPQSSLSATA 49-55: LSLPLQL
98-121: TASLSMLPQLSPRSLPQSSLSATA 100-105: SLSMLP

N
MoRFy wg MoRFegep : Wprowadzane mutacje substytucyjne:
T71, A73, 77-80: VVSS, 98-99: TA, D75N, D82N, E84Q, D87N, E89Q,
L101, T135 oraz 151-154: ASYL D90N, E123Q, D129N, D132N,

D136N, D159N

Rycina 4.25. Na modelu TROSPA_NA44 zaznaczono:

zduplikowane 24-aminokwasowe fragmenty biatka, elementy molekularnego rozpoznania
(MoRF) przewidziane metodami bioinformatycznymi oraz wprowadzone mutacje substytucyjne
ujemnie natadowanych reszt kwasu glutaminowego (E) i asparaginowego (D) (Rozdziat 4.5).
Jako model TROSPA_NA44 wykorzystano strukture 1.1 wygenerowang przez EOM (Rycina
4.20).

4.7.9. Modelowanie struktury kompleksu biatek TROSPA_NA44 - OspA in

silico

Modele strukturalne kompleksu TROSPA_NA44-OspA uzyskano w
szesciu eksperymentach in silico, w ktérych dokowano strukture
krystalograficzng OspA (PDB: 10SP) z B. burgdorferi [109,266] do
konformerow TROSPA NA44 uzyskanych w programie EOM na podstawie
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danych SAXS. Jako modele TROSPA _NA44 wykorzystano najbardziej
reprezentatywne tj. stanowigce najliczniejszg populacje w prébce konformery o
numerach 1.2, 2.1, 3.1, 6.1, 9.2, 12.3 oraz dodatkowo stanowigce ponad %3
populacji konformery nr 1.1 i 2.3 (Rycina 4.20). Dokowania dokonywano bez
wskazywania przewidywanego miejsca oddziatywania biatek. Sposréd trzech
serwerow do dokowania molekularnego: ClusPro 2.0, GRAMM-X oraz Hex
najlepiej dopasowane modele tj. posiadajgce najwiekszg liczbe wigzan
wodorowych oraz najwiekszg powierzchnie kontaktu pomiedzy biatkami
uzyskano na serwerze obliczeniowym ClusPro 2.0, dlatego tez zostat on
wybrany do dokowania wszystkich konformerow TROSPA_NA44. Funkcja
oceniajgca ClusPro 2.0 (ang. scoring function) weryfikuje wygenerowane
modele wykorzystujgc 3 kryteria: (i) dopasowanie czasteczek na zasadzie
komplementarnosci ksztattow, (ii) oddziatywania elektrostatyczne oraz (iii)
energie swobodng desolwatacji. W wyniku dokowania na serwerze ClusPro 2.0
otrzymano sumarycznie 160 struktur kompleksu TROSPA NA44-OspA, ktoére
zostaty najwyzej ocenione przez funkcje oceniajgcg ClusPro 2.0. Nastepnie
sposréd nich wybrano dwa modele, ktore najlepiej odzwierciedlaty uzyskane
dotychczas dane eksperymentalne dotyczgce miejsc w TROSPA oraz OspA
biorgcych udziat we wigzaniu sie tych dwdch biatek. W tym celu ustanowiono 3
kryteria: (i) oddziatywanie TROSPA NA44 z resztami aminokwasowymi z
OspA: 236-237 (Val-Phe) oraz 242-244 (Thr-lle-Thr), ktérych substytucja
powodowata ostabienie wigzania sie OspA z ekstraktem z jelit kleszcza w
badaniach in vitro (Rycina 1.4) [115], (i) brak oddziatywania OspA z
7-aminokwasowym C-koncowym fragmentem TROSPA, ktory byt statystycznie
nieistotny dla tworzenia kompleksow TROSPA_NA44-OspA w badaniach
in vitro (Rycina 4.7B) oraz (iii) oddziatywanie OspA z resztami aminokwasowymi
TROSPA_NA44 (Glu 84, 891123 oraz Asp 82, 87, 129, 132, 136 i 159), ktorych
mutacje ostabiajg wigzanie TROSPA-OspA w badaniach in vitro (Rycina 4.8B).
Wybrane modele zréwnowazono za pomocg dynamiki molekularnej w 0,1 M
NacCl (3.2.19), W celu relaksacji struktury kompleksu oraz poprawy oddziatywan
pomiedzy biatkami. Otrzymano po 2000 konformacji dla kazdego z 2 modeli, z
ktérych ostatecznie wybrano po jednym, stanowigcym model reprezentatywny

dla klastréw o najwiekszej liczbie obsadzen w trajektorii dynamiki molekularne;j,
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tj. model reprezentujgcy konformacje wystepujgce najczesciej w trakcie
symulacji dynamiki molekularnej.

Zaproponowane dwa modele kompleksu TROSPA NA44-OspA
przedstawiono na Rycinie 4.26. Modele A i B uzyskano w oparciu o konformery
TROSPA_NA44 o numerach odpowiednio 1.1 oraz 9.2 (Rycina 4.20).

W modelu A fragmenty OspA, ktére zaangazowane sg w oddziatywanie z
TROSPA _NA44, to przede wszystkim centralna B-kartka oraz znajdujgca sie na
koncu karboksylowym [-beczutka. Liczba kontaktéw pomiedzy biatkami, na
ktore sktadajg sie oddziatywania niekowalencyjne takie jak wigzania wodorowe,
oddziatywania hydrofobowe oraz oddziatywania van der Waalsa wynosi 266.
Wsrdd nich wystepuje 15 wigzan wodorowych, w tym 7 mostkéw solnych. W
oddziatywaniu  pomiedzy biatkami bierze udziat 25 aminokwasow
TROSPA_NA44 oraz 38 aminokwasow OspA, co stanowi odpowiednio 21% i
14% reszt aminokwasowych z poszczegolnych biatek. Wsrdd nich przewazajg
aminokwasy polarne, ktére stanowig 59% (16% aminokwasy natadowane
dodatnio, 14% - ujemnie, 29% - pozbawione tadunku), podczas gdy reszty
hydrofobowe 41%. W rejonie 229-247, wchodzgcym w sktad C-kohcowej
B-beczutki OspA, biatko TROSPA_NA44 oddziatuje z 5 aminokwasami, w tym z
konserwatywng resztg Val236. Oprocz fragmentu OspA 229-247,
TROSPA NA44 wigze sie rowniez z bedgcym czescig centralnej B-kartki
rejonem 85-103, ktéry podobnie jak odcinek 229-247 wykazywat wysokie
powinowactwo do ekstraktu z jelit kleszcza w badaniach in vitro [115]. W rejonie
85-103 TROSPA NA44 wigze sie z 7 aminokwasami, w tym z
konserwatywnymi resztami Lys85 i Lys87. Oprocz tego, TROSPA NA44
oddziatuje z natadowanymi resztami Arg139, Glu160 oraz Lys189, ktore tworzg
prawdopodobng kieszen wigzgcg ligand (LBP, ang. ligand binding pocket).

W modelu A fragment TROSPA NA44, ktéry zaangazowany jest w
oddziatywanie z OspA, obejmuje reszty 128-163 i zawiera w sobie MoRFy:
Thrl35 oraz 151-154:ASYL (Rycina 4.25). Za posrednictwem motywu ASYL
TROSPA _NA44 oddziatuje z 8 aminokwasami z OspA, w tym z 4
konserwatywnymi resztami Ser67, Lys69, Ser73 oraz Gly74. Trzy ujemnie
natadowane reszty kwasu asparaginowego TROSPA_NA44 (136, 139 i 159)
tworzg 4 mostki solne z resztami lizyny OspA (Aspl36 i Aspl32 z Lys239 oraz
2 mostki pomiedzy Asp159 i Lys87).
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Rycina 4.26. Modele kompleksu TROSPA_NA44-OspA, ktore najlepiej odzwierciedlajg otrzymane dane
eksperymentalne.

Modele uzyskano za pomocg dokowania molekularnego konformeréw TROSPA_NA44 (wygenerowanych przez EOM)
do struktury krystalograficznej OspA (PDB: 10SP). Modele A i B uzyskano w oparciu o strukture TROSPA_NA44 o
numerze odpowiednio 1.1 oraz 9.2 (Rycina 4.20). TROSPA_NA44 w modelu A oznaczono kolorem niebieskim,
natomiast w modelu B — zielonym. TROSPA_NA44 obrécono o 180° (A) lub 90° (B) w celu zobrazowania miejsc
biorgcych udziat w oddziatywaniu TROSPA_NA44—-OspA (zaznaczono kolorem zottym).
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W modelu B TROSPA_NA44 czesciowo oplata OspA, wigzgc sie z
biatkiem bakteryjnym przede wszystkim w rejonie C-koncowej [3-beczutki oraz
centralnej B-kartki. Liczba kontaktéw pomiedzy biatkami wynosi 154, w tym 13
wigzan wodorowych i 6 mostkow solnych. W oddziatywaniach pomiedzy
biatkami bierze udziat 21 aminokwaséw TROSPA NA44 oraz 26 aminokwasow
OspA, co stanowi odpowiednio 17% 1 10% reszt aminokwasowych z
poszczegoblnych biatek. Ws$rdéd nich aminokwasy polarne stanowig 74% (15%
aminokwasy natadowane dodatnio, 17% - ujemnie, 43% - pozbawione fadunku),
natomiast hydrofobowe — 26%. Oznacza to, ze w obydwu modelach (A i B),
wsrod oddziatywan, ktére prowadzg do utworzenia kompleksu przewazajg
oddziatywania polarne.

W rejonie 229-247, wchodzgcym w sktad OspA, biatko TROSPA NA44
oddziatuje z 5 aminokwasami, w tym z 2 konserwatywnymi resztami Val236
oraz Thr244. Oddziatywanie pomiedzy Val236ospa i Argll0 jest dodatkowo
wzmochione przez reszte Glu261ospa, ktdra tworzy 2 mostki solne z Arg110.
Oprocz fragmentu OspA 229-247, TROSPA_NA44 wigze sie rowniez z rejonem
centralnej B-kartki oraz znajdujgcej sie na kohcu karboksylowym nici 321 oraz
helisy a.

W modelu B fragment TROSPA NA44, ktoéry zaangazowany jest w
oddziatywanie z OspA obejmuje 9 aminokwaséw wchodzgcych w skiad
zduplikowanego fragmentu 98-121 (Rycina 4.25). Wsréd nich wystepujg 2
reszty Leu bedgce czescig przewidywanego rejonu MoRF 100-105:SLSMLP
(Rycina 4.25). Oprocz tego, w oddziatywanie z OspA zaangazowane sg rowniez
inne MoRFy: Thr71, Ser79, Thr98 oraz Leul01. Co wiecej, w modelu B z OspA
oddziatujg takze fragmenty 90-91, 133-139 oraz 159-161, zawierajgce ujemnie
natadowane reszty, ktérych mutacje ostabialty wigzanie z OspA w badaniach
in vitro. Sposrdd nich Asp90 tworzy mostek solny z Lys1350spa, Asp136 tworzy
2 mostki solne z Lys273ospa, natomiast Asp159 oddziatuje z Ala208ospa |
Ala2090spa za pomocg 3 wigzan wodorowych.

Dodatkowo sprawdzono, iz obecnos¢ grup cukrowych dotgczonych do
Ser56 w modelu A lub Ser56 i Serl42 (Rozdziat 4.6.2) w modelu B nie
stwarzataby zawady przestrzennej w oddziatywaniu TROSPA_NA44-OspA.
Natomiast reszta weglowodanowa dotgczona do Ser142 w modelu A, pomimo

tego, iz Ser142 nie bierze udziatu w oddziatywaniu, mogtaby spowodowac
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zawade przestrzenng i w rezultacie stabsze wigzanie TROSPA_NA44 w rejonie
centralnej 3-kartki OspA.

Srednice oraz objetosci modeli komplekséw wraz z otoczkg hydratacyjng
wyznaczono w programie Crysol [204]. Srednica kompleksu, ktéra w
przyblizeniu odpowiada wartosci Dmax [204,267] wynosi dla modelu A 12,7 nm,
natomiast dla modelu B 10,8 nm. Objetos¢ kompleksu w przypadku modelu A
wynosi 98,5 nm?, natomiast dla modelu B — 70,2 nm3. Biorgc pod uwage
powyzsze wartosci, przewidywane Dmax oraz objetos¢ dla kompleksu
sktadajgcego sie z dimeru OspA (utworzonego przez potgczenie OspA wzdtuz
swojej krotszej osi) oraz 2 czgsteczek TROSPA_NA44, w modelu A wynosityby
odpowiednio 25,3 nm oraz 197,1 nm?3, natomiast dla modelu B - 21,7 nm oraz
140,4 nm3. Oznacza to, iz model A lepiej koreluje z danymi SAXS, gdzie dla
kompleksu TROSPA_NA44—-OspA_NA6 skfadajgcego sie z dimeru OspA oraz 2
czgsteczek TROSPA_NA44 Dmax oraz objeto$¢ wynosity odpowiednio okoto
24 nm oraz 242 nm? (Rozdziat 4.7.7).
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5. Dyskusja

5.1. Namnazanie fragmentéw genow kleszcza zawierajgcych odcinki

kodujace biatka z rodziny Salp15 (Iric-1, Iric-2 oraz Iric-3)

Salp15 lIric-1, Iric-2 oraz Iric-3 to biatka kleszcza odgrywajgce istotng role
w oddziatywaniach pomiedzy roztoczem a patogenng bakterig B. burgdorferi
(patrz Rozdziat 1.3.3). Niestety jak dotgd struktura tych biatek pozostaje
nieznana, gtownie ze wzgledu na niskg wydajnos¢ ich produkcji w systemach
eukariotycznych oraz trudnosci w uzyskaniu aktywnego biatka w bakteriach
[169]. W ramach niniejszych badan prébowano otrzymac aktywng forme Salp15
Iric-1 w komérkach E. coli. Produkcja tego biatka u kleszcza zachodzi gtéwnie
podczas jego zerowania. Najprostsza droga pozyskania kodujgcej je sekwencji
powinna zatem polegac¢ na izolacji mMRNA z Zerujgcych kleszczy i specyficznej
amplifikacji cDNA. Niestety z powodu braku odpowiedniego materiatu
biologicznego zrezygnowano z tego podejscia. W zamian postanowiono
wykorzysta¢ DNA genomowy z . ricinus, wczesniej pokazano bowiem, ze geny
kodujgce biatka z rodziny Salpl5 pozbawione sg introndw [165].

W pierwszym etapie badan wyizolowano genomowy DNA kleszcza
I. ricinus. Nastepnie zaprojektowano startery na podstawie sekwencji cDNA
Salp15 Iric-1, Iric-2 oraz Iric-3 dostepnych w bazie danych GenBank. Pomimo
zastosowania réznych warunkow reakcji PCR, pojedynczy prgzek DNA udato
sie otrzymac jedynie przy uzyciu starterébw zaprojektowanych na podstawie
cDNA Salpl5 Iric-2. Dlatego tez, pozostate produkty wycinano z zelu, a
nastepnie oczyszczano i klonowano. Analiza produktéw sekwencjonowania
wykazata, ze zaden z 58 zbadanych klonéw nie zawierat DNA podobnego do
sekwencji kodujgcej biatka z rodziny Salp15. Wydaje sie, ze jedng z przyczyn
moze by¢ obecnos¢ inhibitoréw polimerazy DNA w wyizolowanym materiale
genetycznym kleszcza. Wykazano bowiem, Zze oczyszczony DNA zawiera
znaczne ilosci polisacharyddw i/lub pozostatosci biatek, ktére mogg zmniejszaé
wydajnos¢ reakcji PCR [268,269]. Co wiecej, z niewiadomych przyczyn DNA
genomowy Kkleszczy twardych (ang. hard ticks) jest wysoce podatny na
degradacje [268-270]. Wydaje sie zatem, ze dostepne w literaturze protokoty

nie sg optymalne. By¢ moze nalezatoby zmodyfikowa¢ metodyke izolacji DNA
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genomowego kleszcza, np. poprzez przeciecie poprzeczne egzoszkieletu
kleszcza przed przystgpieniem do ekstrakcji DNA. W najnowszych badaniach
do izolacji kwaséw nukleinowych z kleszczy stosowano zestaw GeneJET
Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific). Umozliwit on otrzymanie
dobrej jakosci DNA [271,272]. Niestety w chwili, gdy rozpoczynano opisane w

tej pracy badania zestaw ten nie byt dostepny.

5.2. Produkcja oraz badanie aktywnosci biatka Salp15

Badania strukturalne Salp15 sg utrudnione ze wzgledu na bardzo niska
wydajnos¢ produkcji biatka. Jak dotgd wiekszos¢ badan Salp15 prowadzono z
wykorzystaniem biatka wyprodukowanego w komorkach S2 z Drosophila
melanogaster. Zastosowanie tego systemu pozwalato uzyskaé zaledwie 50 ng
biatka z mililitra hodowli [148,169]. Dlatego tez, postanowiono wyprodukowac
aktywng forme Salp15 w systemie bakteryjnym, ktéry umozliwia otrzymywanie
wiekszych ilosci biatka.

Niepowodzeniem zakonczyty sie proby otrzymania cDNA Salpl5 lIric-1
(zwanego dalej Salp1l5) za pomocg PCR, w ktorej jako matryce zastosowano
DNA genomowe kleszcza. Odpowiedni cDNA uzyskano zatem metodg syntezy
chemicznej (GeneArt). Dodatkowo przeprowadzono optymalizacje kodonow
uwzgledniajgcg dostepnos¢ poszczegolnych izotypow tRNA w E. coli
Wykorzystane w niniejszych badaniach narzedzia bioinformatyczne (PrediSi
oraz Phobius) nie wykazaty, by w sekwencji aminokwasowej Salpl5 obecne
byly fragmenty mogace negatywnie wptywa¢ na wydajnos¢ produkcji tego
biatka w komoérkach bakteryjnych (domeny transbtonowe, peptydy sygnaine).
Dlatego tez zdecydowano sie wyprodukowacé biatko petnej dtugosci. Utworzono
dwa konstrukty umozliwiajgce otrzymanie fuzyjnych biatek Salpl5: (i) ze
znacznikiem histydynowym (HisTag) i biatkiem NusA oraz (i) z samym
znacznikiem HisTag. Okazato sie, ze biatko HisTag-NusA-Salp15 byto wydajnie
syntetyzowane w E. coli (szczep SHuffle), podczas gdy HisTag-Salpl5
powstawato w matych ilosciach i bylo nierozpuszczalne. Usuniecie fragmentu
HisTag-NusA za pomocg proteazy TEV skutkowato wytrgcaniem sie Salp15 z
roztworu, dlatego do badania aktywnosci z koniecznosci wykorzystano petnej

dtugosci biatko HisTag-NusA-Salpl5. Po oczyszczeniu za pomocg metod
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chromatograficznych, zbadano jego zdolnos¢ do wigzania sie z OspC. Testy
immunoenzymatyczne ELISA wykazaty, ze biatko HisTag-NusA-Salpl5 nie
wigze sie z lipoproteing OspC niezaleznie od tego, z ktérego gatunku Borrelia
ona pochodzita (B. afzelii, B. garinii czy B. burgdorferi s.s.). Na podstawie
powyzszych wynikow stwierdzono, ze Salp15 potgczone z biatkiem fuzyjnym
HisTag-NusA pozbawione jest zdolnosci do tworzenia kompleksow z OspC.
Mozna zatem sadzi¢, ze po potaczeniu ze znacznikiem HisTag i biatkiem NusA,
Salpl5 nie przyjmuje natywnej struktury trzeciorzedowej. Fakt ten moze by¢
nastepstwem tworzenia niewystepujgcych w natywnym biatku mostkow
disiarczkowych. Salpl5 z I. ricinus zawiera bowiem 7 cystein, za sprawg
ktérych moze teoretycznie powstac 105 izomerow biatka przy zatozeniu, ze
wszystkie cysteiny mogg bra¢ udziat w formowaniu 3 mostkéw disiarczkowych
(cystyny) [273]. Przyktadem biatka, ktére réwniez moze tworzy¢ 105 mozliwych
izomerdw cystynowych jest rybonukleaza A. Sposrdéd nich tylko jeden stanowi
forme natywng [274]. Wydaje sie zatem, ze samo wykorzystanie szczepu
SHuffle E. coli, ktéry sprzyja powstawaniu mostkéw disiarczkowych oraz
produkuje izomeraze disiarczkowg DsbC, moze by¢ niewystarczajgce do
wyprodukowania poprawnie zwinietego Salp15 [217,275]. Co wigcej, uzyskane
wyniki wskazujg, ze zastosowanie biatka NusA, jako partnera fuzyjnego
przyczynito sie do utrzymania w formie rozpuszczalnej nieprawidtowo
zwinietego Salp15, ktére po odcieciu NusA ulegato wytrgceniu z roztworu.
Podobnie w badaniach grupy Nassal’a produkcja Salp15 w fuzji ze znacznikiem
histydynowym, MPB (ang. maltose-binding protein), GST (ang. glutathione-S-
transferase) lub Trx (ang. thioredoxin), w szczepie SHuffle, nie spowodowata
znaczgcego zwiekszenia rozpuszczalnosci biatka fuzyjnego. Dopiero
potgczenie Salp15 ze zmodyfikowang izomerazg disiarczkowg DsbA pozwolito
w ubiegtym roku wyprodukowac¢ aktywng forme biatka Salp15, zdolng do
oddziatywania z OspC [169]. Z drugiej strony, przyczyng niewtasciwego
zwijania biatka Salp15 moze byé¢ rowniez obecnos¢ peptydu sygnalnego w
produkowanym biatku. Przeprowadzone przez grupe Fikrig’a badania wykazaty,
ze Salp15 najprawdopodobniej zawiera hydrofobowg sekwencje sygnalng na
koncu aminowym, totez niewykluczone jest oddziatywanie peptydu sygnalnego
z hydrofobowym rdzeniem biatka [168]. Proces ten moze uniemozliwi¢

prawidtowe zwijanie sie biatka fuzyjnego, a po odcieciu NusA prowadzi¢ do
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nieodwracalnej agregacji i wytrgcania sie Salpl5 z roztworu. Zjawisko takie
zaobserwowano u biatka prekursorowego MBP - preMBP, ktore ulega
prawidtowemu zwijaniu dopiero po odcieciu peptydu sygnalnego [276]. By¢
moze, aby uzyska¢ aktywne biatko Salp15 w bakteriach, nalezatoby
wyprodukowa¢ wariant Salp15 pozbawiony peptydu sygnalnego oraz
posiadajgcy zwiekszajgce wydajnosc translacji biatko fuzyjne takie jak DsbA,

czy tez NusA.

5.3. Produkcja oraz badanie aktywnosci biatka TROSPA

Petnej dlugosci biatko TROSPA z I. ricinus oraz warianty lipoproteiny
OspA z trzech najczesciej wystepujgcych na terenie Europy gatunkéw borrelii
(B. afzelii, B. garinii oraz B. burgdorferi s.s.) wyprodukowano w E. coli, a
nastepnie oczyszczono z wykorzystaniem chromatografii powinowactwa INIAC.
W kolejnym etapie badan sprawdzano zdolnos¢ TROSPA do wigzania OspA za
pomocg testow ELISA. Skutecznos¢ testow ELISA zostala wczes$niej
potwierdzona podczas badan oddziatywan biatek TROSPA, OspA oraz Salp15
[103,108,115,119,127,165,168]. Metode tg wybrano réwniez ze wzgledu na
dostepnos¢ odpowiednich przeciwciat specyficznie wigzgcych OspA i OspC. Do
zalet testow immunoenzymatycznych nalezg wysoka czutoS¢ oraz fatwosc¢
przeprowadzenia analiz.

Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze TROSPA oddziatuje z
wszystkimi trzema typami OspA, jednakze sita tego oddziatywania jest rézna
dla kazdej pary biatek i jest najwieksza w przypadku oddziatywania TROSPA i
OspA z B. burgdorferi s.s. (Rycina 4.6). Uzyskane wyniki pozwalajg sadzi¢, ze
TROSPA z I. ricinus umozliwia kolonizacje jelita roznym gatunkom borrelii,
aczkolwiek efektywnos¢ tego procesu jest rézna, w zaleznosci od gatunku
bakterii. Podobne rezultaty opublikowali w swoich badaniach Pal i
wspotpracownicy. Zauwazyli oni, ze z ekstraktem z jelit kleszcza wigze sie
zarowno biatko OspA pochodzgce ze szczepu 25015 B. burgdorferi s.s.,
(OspAzsois), jak i ze szczepu N40 (OspAn4o), jednakze wariant OspA2sois
tworzyt bardziej stabilny kompleks [115]. Rdznica ta zostata wychwycona w
obrebie jednego gatunku, nie powinno zatem dziwi¢ ré6zne powinowactwo do

TROSPA obserwowane dla biatek OspA pochodzacych z odmiennych
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gatunkéw Borrelia. Zastanawiajgce jest jednak, czy réznica ta jest
warunkowana wytgcznie roznym powinowactwem TROSPA do OspA w
zaleznosci od gatunku kretka, czy moze ona réwniez by¢ nastepstwem réznego
powinowactwa biatek OspA wzgledem siebie. Pokazano bowiem, ze
lipoproteiny OspA majg zdolnos¢ tgczenia sie ze sobg, dzieki czemu liczba
OspA, a co za tym idzie iloS¢ kretkow przylegajgca do komoérek jelita kleszcza
moze byC¢ wielokrotnie zwiekszona [115]. Zestawiajgc ze sobg wysokag
zachowawczo$¢ TROSPA oraz zmienno$¢ OspA mozna wysung¢ hipoteze, ze
efektywnos¢ kolonizacji wektora w wiekszej mierze zalezy od typu OspA
produkowanego przez B. burgdorferi. Oznaczatoby to, ze rodzaj
produkowanego przez bakterie OspA moze wpltywaé na lokalng dominacje
danego gatunku/szczepu Borrelia. Badania przeprowadzone we wschodniej
czedci Polski wskazujg, iz w rejonie tym kleszcze najczesciej zakazone sg
B. burgdorferi s.s. (62,8%). Obserwacja ta dotyczy zaréwno zakazen
pojedynczych, jak i wspotzakazen, co koreluje z opisanymi w niniejszej pracy
wynikami [277]. Podobny wynik uzyskano dla nimf I. ricinus z terendw
potudniowej Polski, gdzie dominujgcym gatunkiem byta B. burgdorferis.s.
(61%) [69]. Co jednak ciekawe, u osobnikéw dorostych kleszcza przewazat
gatunek B. garinii (45,4%), natomiast B. burgdorferi s.s. odpowiedzialny byt za
31,3% infekcji. Obserwacja ta wydaje sie istotna w kontekscie ponad 14-krotnie
wyzszego poziomu ekspresji TROSPA u nimf w poréwnaniu do osobnikéw
dorostych [108]. By¢ moze zatem, w stadium nimfy o zasiedlaniu kleszczy przez
dany gatunek borrelii decyduje gtéwnie typ OspA produkowany przez bakterie,
natomiast u osobnikdw dorostych proces ten warunkowany jest rowniez przez

inne, niepoznane dotychczas mechanizmy.

5.4. Rejony TROSPA istotne dla oddzialywania TROSPA-OspA

Aby lepiej pozna¢ molekularne uwarunkowania oddziatywania pomiedzy
biatkami TROSPA i OspA przygotowano serie mutantéw delecyjnych oraz
substytucyjnych biatka TROSPA. Projektujgc mutanty delecyjne korzystano
zarowno z danych literaturowych [108], jak i przeprowadzonych wczesniej
analiz bioinformatycznych wskazujgcych na obecnos¢ w TROSPA domeny

transbtonowej i peptydu sygnalnego (Rycina 4.7A). Dodatkowo utworzono
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mutanta pozbawionego 7 aminokwasow z konca karboksylowego, ze wzgledu
na zaobserwowang podczas oczyszczania biatka tendencje do degradacji.
Wydaje sie, ze jej przyczyng mogta by¢ obecnos¢ w roztworze chlorowodorku
tris(2-karboksyetylo)fosfiny (TCEP), ktéry stosowano aby zapobiec
niespecyficznej dimeryzacji biatka TROSPA_NA44 poprzez tworzenie mostkow
disiarczkowych. Indukowane przez TCEP ciecie tancucha polipeptydowego w
okolicach reszty cysteinowej obserwowali takze inni badacze [278]. W
przysztosci nalezatoby zatem stwierdzi¢, czy zastosowanie zamiast TCEP
innego czynnika redukujgcego takiego jak np. B-merkaptoetanol lub ditiotreitol
(DTT) wptywa na stabilno$¢ biatka. Innym rozwigzaniem moze bycC
wprowadzenie mutacji substytucyjnej w TROSPA NA44 polegajacej na
zamianie reszty Cys155 na alanine lub seryne [279].

Aby zweryfikowaé postawiong na wstepie hipoteze, Zze domena
transbtonowa obecna na koricu aminowym TROSPA nie bierze udziatu we
wigzaniu TROSPA-OspA, analizowano powinowactwo mutantéw delecyjnych
TROSPA do OspA za pomocg testow ELISA. Wykazaty one, ze Zzaden z
wariantéw TROSPA, pomimo braku catej lub czesci domeny transbtonowej, nie
utracit zdolnosci wigzania lipoproteiny OspA (Rycina 4.7B). Tym samym,
dowiedziono, ze domena transbtonowa nie odgrywa istotnej roli w tworzeniu
kompleksow  pomiedzy biatkami TROSPA i OspA. Co wiecej,
zademonstrowano, ze delecja 7-aminokwasowego fragmentu biatka
znajdujgcego sie na koncu karboksylowym TROSPA réwniez nie wptywa na
wigzanie biatka OspA.

Przeprowadzone w ramach niniejszych badan analizy bioinformatyczne
wykazaty, ze biatka TROSPA oraz OspA posiadajg znaczgco rézne punkty
izoelektryczne. TROSPA jest biatkiem kwasnym, natomiast OspA -
zasadowym. Fakt ten powoduje, iz w pH zblizonym do fizjologicznego, biatka te
obdarzone sg przeciwnymi tadunkami. Wysunieto zatem przypuszczenie, ze w
oddziatywaniach pomiedzy TROSPA a OspA istotng role odgrywaja
oddziatywania elektrostatyczne. Aby zweryfikowac te hipoteze wyprodukowano
mutanty TROSPA, w ktérych ujemnie natadowane reszty aminokwasowe
zostaty zamienione na reszty pozbawione tadunku. Nastepnie analizowano
powinowactwo otrzymanych mutantéw do biatka OspA. Uzyskane wyniki nie

daty jednoznacznej odpowiedzi na temat natury oddziatywania pomiedzy
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biatkami TROSPA i OspA. Chociaz wszystkie mutanty, majgce zmniejszony
wypadkowy tadunek ujemny, oddziatywaty z OspA znaczgco stabiej niz typ
dziki, to jednak zaden z nich nie utracit zdolnosci do wigzania biatka
bakteryjnego. Oznacza to, iz oddziatywania elektrostatyczne nie sg jedynymi
odpowiedzialnymi za tworzenie kompleksu TROSPA-OspA. Ponadto mozna
przypuszczac¢, ze podobnie jak ma to miejsce w przypadku wielu innych
nieuporzgdkowanych biatek, oddziatywania  odpychajgce  pomiedzy
obdarzonymi jednoimiennym tadunkiem resztami aminokwasowymi stabilizujg
nieustrukturyzowane rejony TROSPA [280]. Stwierdzono, Zze usuniecie tego
typu reszt aminokwasowych sprzyja lokalnemu porzgdkowaniu tancuchow
polipeptydowych [281]. Jezeli proces taki ma miejsce w przypadku otrzymanych
mutantow TROSPA, wéwczas dochodzi¢ moze do czesciowego zamaskowania
rejonow MoRF i tym samym ostabienia wigzania TROSPA-OspA.
Niewykluczone, ze wptyw na oddziatywanie TROSPA-OspA majg takze
modyfikacje potranslacyjne biatka TROSPA. Pokazano bowiem, ze u
I. scapularis natywne biatko TROSPA podlega glikozylacji [108]. Aby
przetestowac¢ wptyw glikozylacji na tworzenie kompleksow pomiedzy TROSPA i
OspA, postanowiono wyprodukowac¢ biatko TROSPA w komoérkach owadzich.
Miato to na celu uzyskanie biatka jak najbardziej zblizonego do natywnego
TROSPA pochodzgcego z kleszcza |. ricinus. Nastepnie poréwnano zdolnosé
do wigzania OspA biatek otrzymanych w systemie eukariotycznym i
prokariotycznym. Pozbawione domeny transbtonowej biatko TROSPA_NAS50
wyprodukowano w bakteriach oraz w komorkach owadzich, a nastepnie
oczyszczono i poréwnano zdolnosci obu biatek do wigzania OspA. Poczynione
obserwacje sugerujg, iz TROSPA_NA50 podlega glikozylacji w zastosowanym
eukariotycznym systemie ekspresyjnym. Modyfikowane potranslacyjnie biatko
TROSPA_NA50 nie wykazywato jednak wigkszego powinowactwa wzgledem
OspA, w poréwnaniu z biatkiem produkowanym w bakteriach. Oznacza to, iz
dotgczone do tancucha polipeptydowego TROSPA NA50 modyfikacje
najprawdopodobniej nie odgrywajg istotnej roli w oddziatywaniach
TROSPA_NA50-OspA. Jedng z funkcji grup cukrowych moze by¢ ochrona
rozwinietego tancucha TROSPA przed proteazami obecnymi w jelicie kleszcza
[282]. Glikany obecne w poblizu btony komérkowej mogg réwniez warunkowac
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wiasciwg ekspozycje tych motywow TROSPA, ktore uczestniczg w wigzaniu
innych biatek [283,284].

5.5. Struktura biatka TROSPA_NA44

Uzyskane dane eksperymentalne oraz przeprowadzone analizy
bioinformatyczne wskazujg, Zze bedgca obiektem niniejszych badan
zewnatrzkomoérkowa czes¢ TROSPA jest biatkiem nieuporzgdkowanym (biatko
typu IDP). Wydaje sie, ze skrocona forma biatka TROSPA, ktéra podobnie jak
TROSPA_NA44 bytaby pozbawiona kotwiczgcej w btonie komorek nabtonka
jelitowego domeny transbtonowej, moze takze wystepowa¢ w naturze. Pal i
wspotpracownicy znalezli bowiem biatko TROSPA roéwniez na powierzchni
komoérek B. burgdorferi [108]. Biorgc pod uwage dostepne dane literaturowe
stwierdzic mozna, ze TROSPA jest jak dotgd jedynym zidentyfikowanym
biatkiem nieuporzgdkowanym biorgcym udziat w oddziatywaniach pomiedzy
wektorem i patogenem.

Zgodnie z definicjg, biatka IDP mogg petni¢ istotne funkcje biologiczne
pomimo tego, iz w warunkach fizjologicznych przyjmujg wiele dynamicznie
zmieniajgcych sie, alternatywnych konformaciji, zaréwno na poziomie struktury
drugo- jak i trzeciorzedowej [221,247,264]. Podczas wigzania sie z partnerem
lub pod wptywem zmieniajgcych sie warunkéw srodowiska niektére biatka IDP
mogg przechodzi¢ ze stanu nieuporzadkowanego do uporzgdkowanego (ang.
disorder-to-order transition) [250].

Jedng z cech biatek IDP jest charakterystyczny sktad aminokwasowy, na
ktéry skfada sie niska zawarto$¢ reszt hydrofobowych (brak oddziatywan
hydrofobowych prowadzgcych do zwijania tancucha) oraz wysoki wypadkowy
tadunek prowadzgcy do wzajemnego odpychania sie reszt aminokwasowych
[247]. Z przeprowadzonych analiz wynika, ze wartos¢ sredniej hydrofobowosci
TROSPA_NA44 (0,4999) nie jest typowa dla IDP, ale lokuje sie na granicy
pomiedzy biatkami o stabilnej strukturze, a IDP [247]. Niektore zidentyfikowane
nieuporzgdkowane biatka lub domeny charakteryzujg sie jednak podobng
srednig hydrofobowoscig, np. wynosi ona 0,4805 dla N-koncowego fragmentu
czynnika transkrypcyjnego TAFII-230 [285], 0,4541 dla a-synukleiny [286], czy

tez 0,4552 dla domeny transaktywatora transkrypcji Vmwe65 wirusa opryszczki
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[287]. Co wiecej, wykazano, Ze korelacja pomiedzy hydrofobowoscig lub
wypadkowym tadunkiem, a stopniem nieuporzgdkowania biatka nie zawsze jest
Scista i jednoznaczna. W niektorych przypadkach stopien uporzadkowania
biatka jest mniejszy niz wynikatoby to z wyznaczonych parametrow [288].

Bardziej szczegotowe analizy sktadu aminokwasowego wskazujg, ze
IDPs posiadajg niewielkg zawartoS¢ tzw. aminokwasow sprzyjajgcych
porzagdkowaniu, natomiast w wiekszosci sg zbudowane z reszt faworyzujgcych
stan strukturalnego nieuporzgdkowania. TROSPA_NA44 w 21% sktada sie z
pierwszej grupy aminokwasow i az w 55% z drugiej grupy, czyli aminokwasow
promujgcych brak uporzadkowania [246,289,290]. Cechg charakterystyczng
IDP oraz rejondbw nieuporzgdkowanych jest rowniez niska zawartosé
aminokwasow aromatycznych. Z drugiej strony, reguta ta nie dotyczy rejonéw
funkcjonalnych tych biatek, ktore czesto sg wzbogacone w reszty Tyr, Trp oraz
Phe [291,292]. TROSPA_ NA44 zawiera 5 reszt aromatycznych, ktére znajdujg
sie w poblizu konca karboksylowego biatka w rejonie 140-157. Fragment
140-157 zawiera sie w odcinku TROSPA NA44  przewidzianym
bioinformatycznie jako uporzadkowany (126/135 — 160; Rozdziat 4.7.4.1). Moze
to sSwiadczy¢ o istotnej roli fragmentu 140-157 w oddziatywaniu TROSPA_NA44
z partnerami biatkowymi.

Duza elastycznos¢ tancucha polipeptydowego TROSPA NA44 jest
przypuszczalnie przyczyng probleméw z jego krystalizacjg. Pomimo
zastosowania okoto 600 roznych warunkéw nie udato sie uzyskacé krysztatow
biatka. Wydaje sie, ze aby zwiekszy¢ szanse ich powstania nalezy najpierw
zidentyfikowaé warunki sprzyjajgce porzgdkowaniu sie struktury biatka
TROSPA NA44. Aby zbada¢ zmiany konformacyjne oraz tworzenie struktur
przejsciowych w TROSPA NA44 podczas tworzenia kompleksu z OspA mozna
by réwniez zastosowac spektroskopie NMR [293,294].

Cechg charakterystyczng biatek IDP sg duze w stosunku do ich masy
molowej rozmiary hydrodynamiczne. Parametrem, ktory je opisuje jest promien
hydrodynamiczny Rn. Warto§¢ Rn moze by¢ wyznaczona za pomocg szeregu
metod takich jak SAXS, NMR z impulsowym gradientem pola magnetycznego
(ang. Pulsed Field Gradient NMR), SEC oraz DLS [221]. Wiasciwosci
hydrodynamiczne TROSPA_NA44 wyznaczone na podstawie wynikow DLS
(2,91 nm £ Rn < 3,45 nm) i SEC wskazujg, ze biatko to wystepuje w postaci
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monomeru o silnie  wydluzonym ksztatcie. Szeroki zakres wartosci
przyjmowanych przez Rn, a takze stosunkowo szeroki pik elucyjny
TROSPA _NA44 podczas SEC wskazujg, ze biatko to moze przybiera¢ wiele
réznych konformacji [231,232]. Co wiecej, warto$ci Rn sg mniejsze niz dla
catkowicie zdenaturowanej czgsteczki TROSPA_NA44 (Rn~4,9 nm) za pomoca
czynnikbw chaotropowych, takich jak mocznik, czy tez chlorowodorek
guanidyny. Oznacza to, iz biatko nie jest w petni zdenaturowane, lecz zawiera
szczgtkowe elementy struktury drugorzedowej i przybiera szereg roznych
konformacji mieszczgcych sie pomiedzy strukturg stopionej globuli typu PMG
(ang. premolten globule-like), a konformacjg kiebka statystycznego [231,295]
(Rycina 5.1).

Badania DLS wskazujg, ze wraz ze wzrostem temperatury do 80°C
TROSPA_NA44 nie podlega oligomeryzacji lub agregacji typowej dla
posiadajgcych hydrofobowy rdzen biatek globularnych, co jest cechg typowg dla
IDP [227,232].

\ WS
_ﬁ( .
\
N <.\%/»”'
TROSPA_NA44 o konformac;ji TROSPA_NA44 o konformacji
ktebka statystycznego biatka typu PMG
(ang. random coil) (ang. pre-molten globule)

Rycina 5.1. Biatko TROSPA_NA44 wystepujace w roztworze o pH 7,9 jako zbiér
wielu, mniej lub bardziej licznych konformeréw.

Wykorzystano wygenerowane przez EOM modele TROSPA_NA44 o numerze 1.1 (po
lewej), 3.2 (na gorze, po prawej) oraz 6.2 (na dole, po prawej). Kolorem
pomaranczowym zaznaczono struktury drugorzedowe.

143



Dyskusja

DLS zostat réwniez wykorzystany do monitorowania zmian Rn czgsteczki
podczas denaturacji TROSPA_NA44 za pomocg chlorowodorku guanidyny lub
mocznika. W obu przypadkach krzywa denaturacyjna odzwierciedla stopniowe
rozwijanie tancucha polipeptydowego TROSPA NA44, wskazujgc, ze pomiedzy
stanem natywnym a zdenaturowanym wystepujg jeszcze formy posrednie
TROSPA_NA44. Powyzsze obserwacje pokrywajg sie z wynikami uzyskanymi
za pomocg CD, SEC, SAXS oraz przewidywania rejonéw nieuporzgdkowanych
wskazujac, iz pomimo  znacznego nieuporzgdkowania  fancucha
polipeptydowego, TROSPA NA44 zawiera elementy struktury drugorzedowej
[296,297].

W celu szczegdtowego scharakteryzowania struktury drugorzedowe;j
TROSPA NA44, biatko to poddano analizie spektralnej w zakresie dalekiego
UV z zastosowaniem spektroskopii dichroizmu kotowego (CD). Spektroskopia
CD jest doskonatym narzedziem do monitorowania nieznacznych zmian w
organizacji przestrzennej biatka, ktéore mogg dotyczy¢ jego niewielkiego
fragmentu. Dlatego tez, technike tg wykorzystano rowniez do badania zmian w
strukturze TROSPA_NA44 w zaleznosci od temperatury oraz pH srodowiska.

Zarejestrowane widma CD TROSPA NA44 sg typowe dla biatek o
wysokim stopniu nieuporzgdkowania tancucha polipeptydowego. Ponadto,
wyniki CD wskazujg, ze struktura ll-rzedowa TROSPA_NA44 jest Scisle
zwigzana z pH srodowiska. W pH 7,4 (i temperaturze nieprzekraczajgcej 40°C)
TROSPA _NA44 jest ustrukturyzowane srednio w 45%, podczas gdy zaréwno w
nizszym (pH 6; 6,4; 7), jak i wyzszym pH (pH 8) stopien uporzgdkowania biatka
jest mniejszy i wynosi srednio 16 - 29%. Co ciekawe, takg samg zawartos¢
rejonéw uporzadkowanych w TROSPA_NA44 (16 - 28%) wskazata analiza
bioinformatyczna za pomocg MetaDisorder. Tak duze zmiany strukturalne w
odpowiedzi na zmiane pH $wiadczg o duzej elastycznosci i zmiennosci
konformacyjnej fancucha TROSPA_NA44. Obserwowany w pH 7,4 wzrost
zawartosci struktur drugorzedowych w TROSPA_NA44 (do 45%) mozna
skojarzy¢ z faktem, iz takie wiasnie pH panuje w kolonizowanym przez bakterie
jelicie kleszcza i w takim pH dochodzi do oddziatywan TROSPA-OspA
[108,298,299]. A <zatem wydaje sie, ze zmiany konformacyjne w
TROSPA_NA44 mogg by¢ czynnikiem koniecznym w procesie rozpoznawania i

wigzania sie obu biatek. Co wiecej, zmniejszenie zawartosci struktur
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drugorzedowych w TROSPA NA44 w pH 6,4 i 7 moze mieC zwigzek z
odtgczaniem sie OspA od TROSPA in vivo i przechodzeniem borrelii do
hemocelu. Wykazano bowiem, Zze podczas przedostawania sie B. burgdorferi z
jelita do gruczotow slinowych kleszcza pH wynosi okoto 6,8 (przy temperaturze
wynoszgcej 37°C) [298,300].

Wysoki stopien nieuporzgdkowania, duze w stosunku do masy molowej
rozmiary (3,42 nm < Rg < 4,47nm) oraz duza elastycznos¢ tancucha
polipeptydowego TROSPA NA44 zostaty rowniez potwierdzone metodg SAXS.
Pomiary SAXS, podobnie jak SEC oraz DLS, potwierdzity, ze TROSPA_NA44
wystepuje w roztworze w postaci monomeru. Wysokie wartosci parametrow
strukturalnych takich jak Rn, Rg, Dmax oraz funkcja p(r) wskazujg, ze czgsteczki
TROSPA _NA44 s3 silnie wydtuzone. Pokazano, ze TROSPA_NA44 wystepuje
w postaci zespotu strukturalnie zréznicowanych, podlegajgcych wzajemnym
przeksztatceniom konformacji, przypominajgcych tzw. ,chmure biatkowg”, w
ktdrej pozycje poszczegolnych atomdéw oraz katy torsyjne tancucha gtéwnego
podlegajg znaczacym zmianom w czasie [301]. Strukture TROSPA NA44
opisano za pomocg ograniczonej liczby reprezentatywnych konformerow,
wykorzystujgc w tym celu program EOM. Wygenerowane przez EOM modele
TROSPA NA44 wykazujg rozktad dwumodalny, wskazujgc na istnienie dwoch
populacji réznigcych sie stopniem zwiniecia tancucha polipeptydowego. Co
ciekawe, wraz ze wzrostem stezenia biatka do 12 mg/ml, liczba populaciji
TROSPA_NA44 rosnie do czterech. Towarzyszy temu zmniejszanie sie
rozmiarOw czgsteczek oraz wzrost upakowania tancucha. Zachowanie takie
wystepuje u IDP, ktére podlegajg porzgdkowaniu (ang. disorder-to-order
transition) na przyktad pod wptywem kontaktu z ligandem lub zmiany pH. Moze
ono rowniez $wiadczy¢ o tworzeniu sie elementéw PSE (ang. preformed
structural elements), ktére sg przejsciowo formowane w biatku w stanie
niezwigzanym oraz uczestniczg w molekularnym rozpoznaniu ligandu, jako tzw.
miejsca pierwotnego kontaktu. Po zakotwiczeniu sie w odpowiednim rejonie
ustrukturyzowanego partnera, PSE ufatwiajg dopasowanie i oddziatywanie
pozostatych miejsc wigzgcych. PSE wykazujg z reguty silng preferencje do
przyjmowania okreslonej konformaciji, ktéra nawet po zwigzaniu z ligandem nie

ulega znaczacej zmianie [246,302].
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Przeprowadzone metodg SAXS badania biatka OspA_NA6 wykazaty, ze
jest ono podobnie jak jego krotsza, opisywana w literaturze forma OspA_NA17,
biatkiem o stabilnej strukturze trzeciorzedowej [109,111,114]. Biatko to w
roztworze tworzy dimer, ktory powstaje najprawdopodobniej poprzez
oddziatywanie hydrofobowe elementéw lipidowych biatek. Wykazano bowiem,
ze natywna forma biatka OspA zawiera modyfikacje potranslacyjng w postaci
tripalmitynianu glicerolu dotgczonej do reszty cysteiny [266]. Powstawania
dimeru nie zaobserwowano we wczesniejszych badaniach, w ktorych
nieposiadajgca czesci ttuszczowej OspA_NA17 wystepowata w postaci
monomeru [114]. Fragmenty lipidowe sg zlokalizowane na korncu aminowym
OspA_NAG6, co sprawia, ze biatka sg utozone wzgledem siebie jak ,gtowa do
gtowy”. Przypuszczalnie, takie utozenie czgsteczek OspA odzwierciedla do
pewnego stopnia sytuacje, jaka wystepuje w naturze, gdzie biatka te sg utozone
blisko siebie oraz zakotwiczone w zewnetrznej bionie komdrkowej
B. burgdorferi [303]. Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzi¢ mozna,
ze TROSPA NA44 oddziatuje z dimerem OspA_NA6, tworzgc kompleks w
stosunku stechiometrycznym 2:2, ktéry posiada ksztatt sptaszczonej i

wydtuzonej globuli.

5.6. Struktura kompleksu TROSPA_ NA44-OspA

Dokowanie uzyskanych na podstawie danych SAXS konformerdéw
TROSPA NA44 do struktury krystalograficznej OspA NA17 (zwanej dalej
OspA) pozwolito na zaproponowanie modelu opisujgcego architekture
kompleksu TROSPA_NA44-OspA. W modelu A kompleksu, TROSPA NA44
zawiera niewielkg ilos¢ elementéw struktury drugorzedowej i przyjmuje podobng
konformacje jak Dbiatko niezwigzane. Niektére |IDP, podobnie jak
TROSPA_NA44 w modelu A, nie zwigekszajg znaczgco zawartosci elementow
strukturalnych nawet w stanie zwigzanym, tworzgc z biatkami uporzgdkowanymi
,;ozmyte kompleksy” (ang. fuzzy complexes) [304-306]. Istotne funkcje biatka
moga wynikaé bezposrednio z plastycznosci oraz podatnosci tancucha
biatkowego na odksztatcanie, co sprawia, ze znajduje sie on w nieustannym
ruchu (ang. entropic chain) [289,307]. Z drugiej strony, w modelu B,
TROSPA _NA44 zawiera wiecej struktur drugorzedowych, a jego fancuch
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polipeptydowy jest bardziej upakowany, co pokrywa sie z obserwowanym na
widmie CD porzgdkowaniem sie TROSPA_NA44 w pH 7,4. Niemniej jednak,
biorgc pod uwage dane SAXS dotyczgce objetosci kompleksu oraz jego
maksymalnych wymiaréow (Dmax), ktore lepiej korelujg z modelem A, nie mozna
wykluczy¢, ze TROSPA_NA44 nie podlega znaczgcemu zwijaniu pod wptywem
wigzania z OspA i posiada w kompleksie wydtuzony ksztatt.

W modelu A motyw wigzacy OspA, ktory obejmuje reszty 128 — 163,
pokrywa sie z rejonem w TROSPA NA44 przewidzianym bioinformatycznie
jako uporzgdkowany. Odcinek ten znajduje sie na konhcu karboksylowym
pomiedzy Val-126/Thr-135 a resztg GIn-160. Wykazano, ze takie
ustrukturyzowane fragmenty, otoczone przez rejony nieuporzgdkowane, czesto
zawierajg elementy wigzgce [248,308,309]. Wyrazne zatamanie krzywej
prezentujgcej prawdopodobienstwo wystgpienia rejonéw nieuporzgdkowanych
w TROSPA_NA44, w segmencie 126-160 (Rycina 4.15), a takze wystepowanie
w tym odcinku elementéw MoRF (T135 oraz 151-154: ASYL) moze swiadczy¢,
ze tworzy on motyw podlegajgcy strukturyzacji pod wptywem wigzania sie z
partnerem [248,310].

Charakterystyczny skfad aminokwasowy zduplikowanego fragmentu
98-121 w TROSPA NA44, w ktorym zawierajg sie gtownie reszty polarne, a
takze fakt, iz odcinek ten znajduje sie przed rejonem przewidzianym jako
uporzadkowany (126-160) wskazujg, ze fragment 98-121 moze petni¢ role
elastycznego tgcznika [246,264], tak jak przewiduje to model A. Wystepowanie
w TROSPA _NA44 elastycznego tacznika, zapewniatoby duzy zasieg oraz
dynamike wigzania biatka OspA [311]. Ustrukturyzowana domena TROSPA w
rejonie 126-160, ktéra bylaby poprzedzona elastycznym tgcznikiem, mogtaby
umozliwiaé wigzanie wielu réznych partnerow (ang. one-to-many binding
mechanism) [312,313], takich jak OspA, czy tez nieznane biatko
powierzchniowe Babesia bigemina. Oddziatywanie TROSPA z r6znymi biatkami
bytoby réwniez mozliwe dzieki ~mechanizmowi tzw. polimorfizmu
konformacyjnego, wedtug ktérego dany rejon nieuporzgdkowanego biatka moze
przybieraé rdézne konformacje w zaleznoéci od zwigzanego partnera lub
warunkéw srodowiska [314,315]. W badaniach CD wykazano bowiem, Zze
struktura drugorzedowa TROSPA_NA44 zmienia sie znaczgco w zaleznosci od

pH sSrodowiska. Zjawisko takie zostato zaobserwowane m. in. w przypadku
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biatka p53, w ktérym znajdujgcy sie na koncu karboksylowym fragment
przybiera strukture helisy a, nici B lub dwoch réznie uksztattowanych zwrotow w
zaleznosci od partnera biatkowego z jakim sie wigze (ang. chameleon
sequence) [316].

Zgodnie z modelem A MoRFy Thr135 lub 151-154:ASYL mogg stanowi¢
miejsca pierwotnego kontaktu (ang. primary contact site), czyli krétkie elementy
molekularnego rozpoznania, ktére sg bardziej wyeksponowane niz pozostate
regiony, dzieki czemu jako pierwsze wchodzg w kontakt z OspA [317]. Z kolei w
modelu B rozwiniety tancuch TROSPA_NA44 mogtby w pierwszej kolejnosci
wigzac¢ sie stabo za posrednictwem ujemnie natadowanych reszt Asp159 i
Asp136, a nastepnie podlega¢ strukturyzacji w miare zblizania sie OspA do
wiasciwego miejsca wigzania (ang. fly-casting mechanism) [311], tworzonego
przez MoRFy takie jak 100-105:SLSMLP, Thr98, Ser79 i/lub Thr71. W tej
sytuacji zduplikowany fragment 98-121 obecny w TROSPA_NA44 mogtby
petni¢ role miejsca wigzgcego, ktére podlega ustrukturyzowaniu pod wptywem
wigzania z ligandem.

Wydaje sie, ze wigzanie biatka OspA przez TROSPA_NA44 moze byc¢
procesem kilkuetapowym. Poniewaz obydwa biatka obdarzone sg znaczgcymi
réznoimiennymi tadunkami, mozna przypuszczac, ze w pierwszym etapie
tworzenia kompleksu dochodzi do przyciggania elektrostatycznego
(oddziatywania dalekiego zasiegu). W obydwu wygenerowanych modelach 74
reszt biorgcych udziat w oddziatywaniu stanowig aminokwasy natadowane. W
kolejnych etapach powstawatyby oddziatywania hydrofobowe, van der Waalsa
oraz wigzania wodorowe, co zapewniatoby wiekszg stabilnos¢ kompleksu.

Analiza sekwencji aminokwasowej TROSPA wskazuje, ze zawiera ono
miejsca potencjalnych modyfikacji potranslacyjnych, w tym m. in. O-glikozylacji
[108]. Obecnos¢ reszt cukrowych dotgczonych do tancuchéw bocznych
TROSPA moze nie mie¢ wptywu na plastycznos¢ jego konformacji [284].
Oznacza to, iz TROSPA typu dzikiego pomimo dotgczonych grup
weglowodanowych moze wykazywa¢ duzg swobode konformacyjng,
umozliwiajgcg dopasowanie struktury do wigzanego biatka [246,318].
Glikozylacja stabilizuje rozciggnietg konformacje tancucha polipeptydowego i
zapobiega powstawaniu elementow struktury drugorzedowej [284]. Oznacza to,

iz przytgczenie reszt cukrowych do grupy hydroksylowej Ser56 oraz Ser142, nie
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powinno wptywa¢ negatywnie na elastycznos¢ TROSPA_NA44. Wydaje sie
jednak, ze rodzaj przytaczonej grupy cukrowej moze wptywa¢ na konformacje
TROSPA. Wykazano bowiem, ze ten sam fragment danego biatka moze miec¢
dotgczone rdézne grupy cukrowe, co prowadzi do tzw. mikroheterogennosci
struktury biatka [319].
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6. Whioski

Zaprezentowane W niniejszej rozprawie badania podsumowaé¢ mozna

nastepujgcymi wnioskami:

» Wyprodukowane w bakteriach biatko TROSPA z I.ricinus wykazuje
zdolnos¢ do wigzania OspA pochodzgcego z trzech réznych gatunkéw

Borrelia: B. burgdorferi s.s., B. garinii oraz B. afzelii.

» Najefektywniej kompleks TROSPA z OspA tworzy sie w przypadku, gdy
biatko bakteryjne pochodzi z B. burgdorferi s.s., natomiast mnie]

efektywnie, gdy Zzrédtem biatka bakteryjnego jest B. garinii oraz B. afzelii.

» Domena transbtonowa obecna na korncu aminowym TROSPA nie bierze
udziatu w tworzeniu kompleksu TROSPA-OspA. Usuniecie domeny
transbtonowej powoduje znaczne zwiekszenie rozpuszczalnosci biatka
TROSPA.

» Pomimo istotnej roli, oddziatywania elektrostatyczne nie sg jedynym

czynnikiem odpowiedzialnym za tworzenie kompleksu TROSPA-OspA.

» Nie wydaje sie by modyfikacje potranslacyjne, ktérym podlega biatko
TROSPA odgrywaty znaczgcg role w procesie tworzenia kompleksu
TROSPA-OspA.

» Zewnagtrzkomorkowy  fragment TROSPA  (TROSPA_NA44)  jest
nieuporzgdkowany i wystepuje w roztworze jako zbior réznorodnych
konformerow (mniej lub bardziej licznych) ktére w zaleznosci od
warunkow otoczenia (np. pH) przyjmujg cechy charakterystyczne dla
stanu opisywanego, jako stopiona globula typu PMG (ang. premolten
globule-like) i/lub ktebek statystyczny. Oznacza to, ze TROSPA_NA44

zawiera jedynie szczgtkowe elementy struktury drugorzedowej i
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przybiera szereg réznych konformacji, przypomina zatem tzw. ,chmure

biatkowg”.

TROSPA jest pierwszym zidentyfikowanym biatkiem IDP biorgcym udziat

w oddziatywaniach pomiedzy wektorem i patogenem.

TROSPA NA44 wystepuje w roztworze w postaci silnie wydtuzonych
monomerow, o czym swiadczg wysokie, w stosunku do masy molowej,
wartosci parametrow charakteryzujgcych strukture biatka (Rn, Rg, Dmax

oraz funkcja p(r)).

TROSPA _NA44 wigze sie z dimerem OspA_NAG6, tworzgc kompleks w
stosunku stechiometrycznym 2:2.

TROSPA NA44 zawiera zduplikowane fragmenty (46-69 oraz 98-121),
ktdre petnig prawdopodobnie role tgcznika, zapewniajgcego elastycznosc¢
rejonowi 126-160 przewidzianemu bioinformatycznie jako

uporzgdkowany.
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7. Streszczenie

Pasozytniczy tryb Zzycia kleszczy sprawit, iz staty sie one nosicielami
wielu patogenow, w tym kretkéw Borrelia burgdorferi, odpowiedzialnych za
rozwoj boreliozy. W Europie, bakterie B. burgdorferi najczesciej przenoszone sg
przez kleszcze pospolite - Ixodes ricinus. Wykazano, ze biatkiem niezbednym
do kolonizacji roztoczy przez kretki jest receptor TROSPA (ang. tick receptor for
OspA). Bakterie, wystepujace w spozytej przez kleszcza krwi, wigzg sie z
zakotwiczong w bfonie komodrek nabtonkowych glikoproteing TROSPA i w ten
sposob zasiedlajg przewod pokarmowy wektora. Ze strony borrelii w
oddziatywaniach tych uczestniczy biatko OspA (ang. outer surface protein A),
wystepujgce na powierzchni zewnetrznej btony komorkowej bakterii.
Podstawowym celem badan prezentowanych w niniejszej rozprawie byto lepsze
poznanie strukturalnych i funkcjonalnych uwarunkowan oddziatywan
zachodzgcych pomiedzy kleszczem a patogenng bakterig. Jako gtéwny obiekt
badan wybrano kompleks TROSPA-OspA.

Przeprowadzone na wstepie doswiadczenia potwierdzity prawdziwos$é
wczesniejszych doniesien dotyczacych roli TROSPA w oddziatywaniach
kleszcz-bakteria. Wykazano bowiem, ze wyprodukowane w systemie
bakteryjnym biatko TROSPA wykazuje zdolnos¢ do wigzania OspA
pochodzgcego z trzech roznych gatunkoéw Borrelia (B. afzelii, B. garinii oraz
B. burgdorferi s.s.). Stwierdzono, iz w procesie powstawania kompleksu
TROSPA-OspA istotng role odgrywajg oddziatywania elektrostatyczne. Zgodnie
z przewidywaniami, nie stwierdzono by w procesie tym uczestniczyta domena
transbtonowa biatka TROSPA. W kolejnym etapie badan poréwnano aktywnosc¢
biatka TROSPA produkowanego w komoérkach owadzich i w E.coli. W
rezultacie zaobserwowano, ze modyfikacje potranslacyjne, ktérym ulega biatko
produkowane w uktadzie eukariotycznym, nie wptywajg w istotny sposéb na
powstawanie kompleksu TROSPA-OspA.

Wyniki badanh strukturalnych dowiodty, ze uczestniczacg w wigzaniu
OspA, zewnatrzkomorkowg cze$¢ TROSPA (TROSPA_NA44) zaliczy¢ mozna
do klasy biatek nieuporzgdkowanych (ang. intrinsically disordered protein, IDP).
TROSPA_NA44 jest zatem pierwszym zidentyfikowanym biatkiem IDP, ktére

bierze udziat w oddziatywaniu pomiedzy wektorem i patogenem. Pokazano, iz w
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zaleznosci od pH srodowiska TROSPA_NA44 moze przybiera¢ konformacje
stopionej globuli typu PMG (ang. premolten globule-like) lub ktebka
statystycznego. Pomiary matokgtowego rozpraszania promieniowania
rentgenowskiego (ang. small angle X-ray scattering, SAXS) wykazaty, ze
czgsteczka biatka TROSPA_NA44 jest silnie wydtuzona i wystepuje w
roztworze w postaci licznych, dynamicznie przeksztatcajgcych sie konformerdw.
Na podstawie uzyskanych wynikow stworzono szereg modeli kompleksu
TROSPA NA44-OspA, a nastepnie wybrano dwa, ktére najlepiej odpowiadaty

otrzymanym danym eksperymentalnym.
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8. Summary

The parasitic lifestyle of ticks caused that they have become vectors of
many pathogens, including Borrelia burgdorferi that is responsible for the
development of Lyme disease (borreliosis). In Europe, B. burgdorferi spirochetes
are predominantly transmitted by the castor bean tick — Ixodes ricinus. It has been
shown that two factors are indispensable for vector colonization by spirochetes: a
bacterial outer surface protein A (OspA) and the tick receptor for OspA (TROSPA -
a glycoprotein anchored in the membrane of gut epithelial cells). Spirochetes
present in ingested blood, bind through OspA to TROSPA and thereby colonize
tick’s digestive tract. The major goal of these studies was to better understand
structural and functional requirements of tick-pathogenic bacteria interactions. As
the main object of the investigations the TROSPA-OspA complex was taken.

Preliminary experiments confirmed the veracity of previous reports on the
role of TROSPA in the tick-Borrelia interactions. It was demonstrated that TROSPA
produced in bacterial system is capable of binding OspA from three different
Borrelia species (B. afzelii, B. garinii and B. burgdorferi s.s.). It was found that
electrostatic interactions play an important role in the TROSPA-OspA binding. As
expected, there was no evidence that the N-terminal transmembrane domain of
TROSPA is involved in the TROSPA-OspA complex formation. In the next stage of
the study, the activities of TROSPA produced both in E. coli and in eukaryotic cells
were compared. As a result, it was found that the post-translational modifications of
TROSPA produced in eukaryotic system do not significantly affect TROSPA-OspA
complex formation.

Structural investigations showed that the extracellular part of TROSPA
(TROSPA_NAA44), which is involved in OspA binding, is an intrinsically disordered
protein (IDP). Consequently, TROSPA_NA44 can be considered the first identified
IDP that is engaged in vector and pathogenic microorganism interactions. It was
showed that depending on the pH, TROSPA_NA44 can exist in two different states:
premolten globule (PMG) or random coil. Small angle X-ray scattering (SAXS)
studies demonstrated that TROSPA_NA44 has a highly elongated shape and exist
in a solution as a set of conformers that undergo dynamic transformations. Based
on the obtained results, a number of TROSPA_NA44-OspA complex models were
created. Two of them were selected as the models that best-fit the experimental

results.
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Wykaz prac naukowych powstatych podczas realizacji pracy
doktorskiej

Prezentowany w niniejszej rozprawie materiat naukowy zostat czesciowo

opublikowany w ponizszych pracach:

a)

1.

b)

czasopisma naukowe znajdujgce sie na tzw. liscie filadelfijskiej:

Urbanowicz A, Lewandowski D, Jodynis-Liebert J, Sadowski C,
Figlerowicz M; “Functional insights into recombinant TROSPA protein
from Ixodes ricinus”; PLoS ONE 8(10): e76848.
doi:10.1371/journal.pone.0076848

Urbanowicz A*, Lewandowski D*, Szpotkowski K, Figlerowicz M; “Tick
receptor for outer surface protein A from Ixodes ricinus - the first
intrinsically disordered protein involved in vector-microbe recognition”;
Nature Scientific Reports — po drugiej rundzie recenzji

(* réowny udziat autorow)

Lewandowski D, Urbanowicz A, Figlerowicz M; ,Molekularne podfoze
oddziatywann pomiedzy Borrelia burgdorferi, kleszczem i kregowcem”;
Advances in Microbiology, 2013, vol. 52(1), 9-16.

czasopisma recenzowane nieznajdujgce sie na tzw. liscie filadelfijskie;:

Lewandowski D, Urbanowicz A, Figlerowicz M; ,The fruitful coexistence
of Borrelia burgdorferi and Ixodes ticks”; Journal of Biotechnology,
Computational Biology and Bionanotechnology, 2013, 94(1):31-33.

doi: 10.5114/bta.2013.46432

monografie pokonferencyjne nierecenzowane:

Lewandowski D, Urbanowicz A, Szpotkowski K, Kamel K, Jaskodlski M,
Figlerowicz M; “TROSPA - an intrinsically disordered protein involved in
the tick colonization by Borrelia”, 2014, 1st Congress BIO2014 (Book of
abstracts, 2014), s. 109
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Lewandowski D, Urbanowicz A, Szpotkowski K, Kamel K, Jaskolski M,
Figlerowicz M; “TROSPA - an intrinsically disordered protein involved in
the tick colonization by Borrelia”, 2015, EMBO — Young Scientists Forum
2015 (Book of Abstracts), s.127

zgtoszenia patentowe:

Urbanowicz A, Figlerowicz M, Lewandowski D, “Lyme disease vaccine,
genetic construct, recombinant protein, method for designing genetic
construct, method for producing vaccine, method for producing
recombinant proteins, use of recombinant proteins in the production of
Lyme disease vaccine”, 2013, miedzynarodowe zgtoszenie patentowe
PCT/PL2013/000133 (US 20150093408 A1, EP2908852A1)
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INNOWACYINA FNP UNIA EUROPEJSKA
GOSPODARKA ‘ EUROPEJSKI FUNDUSZ
NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI x:z,:fjk'alcfl’ZIs":/egzea ROZWOU REGIONALNEGO

Program Miedzynarodowe Projekty Doktoranckie ,Structural biology of plants and
microbes” realizowany przez Fundacje na rzecz Nauki Polskiej dzieki wsparciu Unii
Europejskiej, Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego, w ramach Dziatania 1.2:
,Wzmocnienie potencjatu kadrowego nauki” Programu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka 2007-2013.

SAMORZAD WOJEWODZTWA UNIA EUROPEJSKA
KAPITAL LUDZKI WIELKOPOLSKIEGO EUROPEJSKI
4 NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI :mmummv FUNDUSZ SPOLECZNY

Projekt ,Wsparcie stypendialne dla doktorantéw na kierunkach uznanych za strategiczne z
punktu widzenia rozwoju Wielkopolski” realizowany dzieki wsparciu Unii Europejskiej,
Europejskiego Funduszu Spotecznego, w ramach Poddziatania 8.2.2 Programu

Operacyjnego Kapitat Ludzki.

.’ I . Instytut Chemii Bioorganicznej
Krajowy Naukowy Polskiej Akademii Nauk

Osrodek Wiodacy

Wsparcie Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ramach dotacji KNOW.
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