W ostatnich latach w Europie i USA obserwowana jest gwattowna ekspansja choréb odkleszczowych. Do najistotniejszych
przyczyn tego zjawiska, obok stopniowego ocieplania sie klimatu, z pewnoscig zaliczy¢ mozna brak skutecznych Srodkéw
umozliwiajacych zwalczanie kleszczy oraz ograniczajacych ich zdolnosci do przenoszenia czynnikéw patogennych, wynikajacy z
bardzo stabej znajomosci tych zagadnien. Najpowszechniej wystepujacym w Europie gatunkiem kleszcza jest Ixodes ricinus. Jest
on wektorem dla drobnoustrojéw powodujacych grozne choroby, takie jak borelioza, odkleszczowe zapalenie mézgu, babeszioza,
anaplazmoza czy riketsioza. Borelioza, powodowana przez grupe bakterii Borrelia burgdorferi sensu lato, jest najczesciej
wystepujaca odkleszczowa chorobg ludzi. Celem niniejszego projektu jest poznanie uwarunkowan lezacych u podstaw dwoch
istotnych proceséw zwigzanych z rozprzestrzenianiem sie kretkow powodujacych borelioze. Procesy te to kolonizacja kleszcza |.
ricinus przez bakterie z rodzaju Borrelia oraz transfer tych bakterii z kleszcza do organizmu kregowca.

Do kolonizacji kleszcza przez B. burgdorferi dochodzi podczas jego zerowania na zakazonym kregowcu. W procesie tym
uczestniczy powierzchniowe biatko bakterii OspA (ang. Outer Surface Protein A), ktére oddziatuje z biatkiem TROSPA (ang.
Tick Receptor for Outer Surface Protein A) obecnym na powierzchni komérek nabtonka w jelicie kleszcza. Para biatek TROSPA i
OspA stanowi pierwszy obiekt badan niniejszego projektu. Podstawowa funkcja biatka TROSPA w organizmie |. ricinus jest
nieznana, podobnie jak jego struktura oraz sposob oddziatywania z powierzchniowym biatkiem OspA B. burgdorferi. W trakcie
weczesniejszych badan wykazalismy, ze rekombinowane biatko TROSPA oraz jego mutanty produkowane w E. coli zachowujg
zdolno$¢ do oddziatywania z biatkami OspA pochodzacymi z 3 r6znych gatunkéw Borrelia. Doniesienia literaturowe mdéwig o
tym, ze TROSPA jest réwniez zaangazowana w proces kolonizacji kleszcza przez chorobotwdrczego pierwotniaka B. bigemina .
W trakcie wczesniejszych badan ustaliliSmy takze, ze biatko TROSPA posiada fragment kotwiczacy w bionie komorkowej.
Ponadto, prowadzone przez nas prace jasno wskazuja, ze biatko TROSPA nalezy do biatek inherentnie nieuporzadkowanych
(IDP). tancuch polipeptydowy biatek IDP w warunkach natywnych nie przyjmuje okre$lonej struktury przestrzennej, w
przeciwienstwie do biatek o sztywnej strukturze. Biatka te moga jednak uformowa¢ konkretng strukture w odpowiedzi na zmiane
otoczenia, czy na skutek zwigzania sie z partnerami, np. innymi biatkami. Brak konkretnej struktury pozwala tez biatkom IDP na
wigzanie sie z réznymi biatkami i innymi czasteczkami, do ktérych sg one w stanie dopasowac swoj ksztatt. Poznanie regut
porzadkowania sie IDP stanowi duze wyzwanie dla wspdtczesnej biologii strukturalnej zwilaszcza, ze stanowig one okoto 20-30%
wszystkich biatek eukariotycznych. IDP petnig w organizmach bardzo istotne funkcje, min: biatek opiekuriczych, receptorowych
czy sygnalnych w procesach, w ktorych dochodzi do oddziatywan z innymi makroczasteczkami. Planowane badania nad
procesem porzadkowania sie struktury TROSPA oraz jego mutantéw podczas tworzenia kompleksu z OspA majg na celu
okreslenie, czy nieuporzadkowany charakter TROSPA umozliwia kolonizowanie kleszcza przez r6zne patogeny. Jednoczes$nie,
prace te doprowadzg do lepszego poznania molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw proceséw zwigzanych z
porzadkowaniem sie biatek IDP.

Pobieranie krwi przez kleszcza trwa kilka dni; jest to okres wystarczajacy, aby u kregowca wystapita odpowiedz ze strony uktadu
immunologicznego. Kleszcze z rodzaju Ixodes i Rhicephalus sg w stanie niwelowac te odpowiedz dzieki wydzielanym przez
gruczoty $linowe i wstrzykiwanym do organizmu gospodarza kilkuset czynnikom przeciwzakrzepowym, rozkurczajacym
naczynia krwionosne, przeciwzapalnym oraz immunomodulujgcym. Kretki z rodzaju Borrelia posiadly zdolnos¢
wykorzystywania niektérych z tych czynnikéw do wiasnych celéw. Jednym z takich czynnikdw jest biatko I. ricinus Iric-1,
nalezace do rodziny kleszczowych biatek Salpl5, zdolne do wigzania biatka powierzchniowego OspC B. burgdorferi. Kretki
Borrelia, po zwigzaniu na swej powierzchni biatka Iric-1, staja sie ,,niewidzialne” dla uktadu odpornosciowego kregowca, dzieki
czemu moga efektywnie migrowac ze $linianek kleszcza do krwiobiegu kregowca. W ostatnim czasie wykazano, ze gruczotly
$linowe kleszczy z rodzaju Ixodes wydzielaja catg game biatek z rodziny Salp15. Nie wiadomo, ktére z nich zaangazowane s3 w
transfer patogennych bakterii z kleszcza do kregowca, poniewaz struktura przestrzenna i sposéb, w jaki biatka z rodziny Salp15
tworzg kompleks z biatkami OspC czy z czynnikami obecnymi we krwi kregowcéw, sg nieznane. W ramach niniejszego projektu
planujemy badanie powinowactwa serii wariantéw Salp15 (w tym Iric-1) do biatka OspC. Biatka kleszczowe z rodziny Salpl5
zostang wybrane do badan na podstawie analizy najnowszych danych literaturowych dotyczacych transkryptomu I. ricinus.
Uzyskane danych o strukturze komplekséw Salp15--OspC i biatek Salp15 niezdolnych do wigzania OspC zostang nastepnie
poréwnane. W ten sposéb zamierzamy okresli¢ funkcjonalnie zakonserwowane elementy strukturalne rodziny kleszczowych
biatek Salp15, zwigzane z transmisja patogenu do gospodarza.

W trakcie wczesniejszych badan opracowana zostata metodyka wydajnej produkcji biatek TROSPA, OspA i OspC (pochodzacych
z roznych gatunkéw Borrelia) oraz Iric-1, jak réwniez ich pochodnych, w systemie bakteryjnym. Opracowano takze metodyke
produkcji biatek kleszcza w systemie owadzim, ktéry pozwala na uzyskanie rekombinowanych biatek TROSPA i Salp15 o bardzo
zblizonej strukturze do biatek wystepujacych w organizmie kleszcza. Produkowane przez nas rekombinowane biatka zachowuja
zdolno$¢ do tworzenia komplekséw TROSPA--OspA i Iricl--OspC, a zatem sg odpowiednie do zaplanowanych w projekcie
badan strukturalnych.

Uzyskane w niniejszym projekcie wyniki znaczaco wplyna na rozwéj wiedzy dotyczacej molekularnych proceséw zwigzanych z
pasozytnictwem kleszczy i prewencjg choréb odkleszczowych. Obecnie znajomosé opisanych zagadnien jest staba, a wyniki
uzyskane podczas realizacji tego projektu stang sie zrodtem cennych publikacji.



