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1. Wprowadzenie

Termin genom zostal po raz pierwszy uzyty, jak
podaja Lederberg i McCray w artykule z The
Scientists [44], przez Hansa Winklera w1920 roku.
Zaproponowal go ,for the haploid chromosome set,
which, together with the pertinent protoplasm, specifies
the material foundation of species’, co mozna swobod-
nie przettumaczy¢ jako pojedynczy zestaw chromoso-
mow, ktdry, wraz z otaczajaca go peryplazma, stanowi
o formie istnienia gatunku.

Obecnie genom definiuje si¢ jako cato$¢ informacji
genetycznej zapisanej w DNA organizmu odpowiedzial-
nej za jego strukture i funkcjonowanie oraz przekazy-
wanie cech potomnym pokoleniom. Nie jest poprawne
nazywanie genomu kolekcja wszystkich gendéw organi-
zmu, gdyz na kompletng informacje genetyczng skta-
daja si¢ nie tylko geny, ale takze regiony niekodujace
i niebedace czg$ciami genow, lecz istotne dla regulacji
ich funkcjonowania.

Tak sformulowana ogélna definicja stosuje si¢ do
genomow organizmow eukariotycznych i prokariotycz-

nych oraz wiruséw, w ktérych przypadku informacja
genetyczna moze by¢ zawarta w DNA lub RNA. Mimo
pelnienia jednakowej funkgji, strukturalna organizacja
genomu organizméw eukariotycznych i prokariotycz-
nych jest zdecydowanie odmienna.

2. Genomy prokariotyczne

W przypadku bakterii przez wiele lat panowal po-
glad, ze cala informacja genetyczna komorki zawarta jest
w jednym chromosomie, co prowadzito do uwazania
terminéw chromosom i genom za synonimy.

Dogmat ten ustalony na podstawie klasycznych ana-
liz mikroskopowych i genetycznych, oznaczen fizyko-
chemicznych, molekularnych, ale tez potwierdzony
wynikiem zakonczonego w roku 1997 sekwencjono-
wania genomu pierwszego szczepu Escherichia coli
glosil, ze cala informacja genetyczna tej bakterii to
zawarta w rejonie tzw. nukleoidu, pojedyncza dwuni-
ciowa czasteczka DNA w formie kowalentnie zamknie-
tego kola, zwana chromosomem bakteryjnym, a wiec
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w dzisiejszym rozumieniu stanowigca jego kompletny
genom [7, 9, 11, 12, 40]. Chromosom E. coli sktada si¢
z okolo 4,6 Mpz co odpowiada DNA dlugosci blisko
1,5 mm, z czego wynika konieczno$¢ odpowiedniej kon-
densacji - uporzadkowanego upakowania w obszarze
nukleoidu, ktére zapewnia wydajna replikacje i segre-
gacje. Temu zagadnieniu po$wiecane sg dziesigtki prac
poczawszy od polowy ubiegtego wieku do dzi$ (przy-
klady: (43, 57, 64, 72, 74, 77]).

Chociaz E. coli byta pierwszg bakteria, ktorej projekt
sekwencjonowania genomu zostal podjety, przed jego
ukonczeniem w roku 1997 [7] poznano i opublikowano
sekwencje nukleotydowe 5 innych genomdw bakteryj-
nych (Haemophilus influenzae, Mycoplasma genitalium,
Mycoplasma pneumoniae, Helicobacter pylori i Synecho-
systis sp.). Wszystkie te genomy wystepowaly w formie
kolistych, pojedynczych chromosomoéw, co zgodne bylto
z przekonaniem, ze jest to forma typowa dla bakterii
(28, 29, 36, 42, 73].

Jednak okazalo si¢, ze genom prokariotyczny moze
zawiera¢ wiecej niz jeden chromosom (pierwsze syg-
naly pochodzily z badan nad Rhodobacter sphaeroides
z wykorzystaniem techniki PFGE) i nie$¢ oprdcz chro-
mosomu jeden lub wiecej plazmidéw (patrz praca prze-
gladowa [24]), a chromosom moze oprocz ,,klasycznej”
kolistej mie¢ forme liniows, co okazalo si¢ charakte-
rystyczne dla rodzajow Borrelia i Streptomyces) [5, 26].
Okazalo sie takze, ze wielkos¢ genomoéw prokariotycz-
nych jest znacznie, cho¢ mniej niz eukariotycznych,
zroznicowana [23, 75].

Wazne bylo tez wykazanie, ze rézne szczepy nale-
zace do tego samego gatunku bakteryjnego znaczaco
réznig sie pula niesionych genéw co doprowadzito do
wprowadzenia przed kilku laty dodatkowego pojecia:
pangenom (pan-genome) [47, 56, 63, 70, 71]. Pangenom
to suma informacji genetycznej wspolnej dla wszystkich
reprezentantéw gatunku (core genome - konserwo-
wany rdzen genomu) oraz informacji uzupelniajacej,
specyficznej tylko dla konkretnych szczepow (dis-
pensable genome — genom niosacy geny dodatkowe
w tym charakterystyczne dla gatunku). Pierwsza ana-
liza typu pangenomowego przeprowadzona zostala dla
gatunku Streptococcus agalactiae [70]. Z reguty mamy
do czynienia z tzw. pangenomami otwartymi, gdyz
poznanie sekwencji nukleotydowej kolejnego szczepu
z danego gatunku moze do znanego juz zestawu genéw
dostarczy¢ kolejne.

Postepy genomiki, zwlaszcza osiggniecia ostatniej
dekady, pozwolily zweryfikowa¢ dogmat dotyczacy
struktury genomu prokariotycznego, ktory uksztaltowat
sie na podstawie analizy genetycznej E. coli. Te ogolne
problemy dotyczace genomdw prokariotycznych zostaly
bardzo pogladowo oméwione i doskonale zilustrowane
w artykule Dziewita i Bartosika [23] nie jest

wiec celowe przywolywanie szczegdtowych danych
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z tego zakresu. Autorzy zasygnalizowali, Zze sposréd
genomow zlozonych z wielu replikonéw najbardziej
skomplikowana organizacje¢ strukturalng ma genom
gatunku Borrelia burdorferi i on wlasnie bedzie przed-
miotem naszego opisu.

3. Borrelia burgdorferi - ogélna charakterystyka

Borrelia burgdorferi zostala po raz pierwszy wyizo-
lowana z ciata kleszcza (rodzaj Ixodes) w roku 1982
i uznana za czynnik etiologiczny jednostki chorobo-
wej zwanej borelioza lub chorobg z Lyme znanej od
roku 1975 [52].

Bakteria ta bytuje w jelicie kleszcza, skad poprzez
uklad krwiono$ny moze przemieszczaé si¢ do innych
tkanek, organéw, m.in. §linianek. Ssaki, facznie z czlo-
wiekiem, ulegaja zakazeniu w wyniku przedostania sie
$liny lub wymiocin zakazonego kleszcza przez bariere
skorng podczas ukaszenia. Borelioza z Lyme to choroba
przewlekta, ukladowa, charakteryzujgca si¢ objawami
skérnymi (rumien wedrujacy), neurologicznymi, kar-
diologicznymi czy stawowymi. Obraz kliniczny choroby
jest bardzo zréznicowany, a w przebiegu choroby mozna
wyrdzni¢ kilka etapow [46, 51].

B. burgdorferi to gatunek reprezentujacy rodzine
Spirochaetaceae w obrebie rzedu Spirochaetales. Pod
wzgledem morfologicznym jest to kretek o dos¢ diu-
gich (15-20 um) i cienkich (0,2-0,3 um) komoérkach.
Komorki sa ruchliwe, posiadajace tzw. rzeski peryplaz-
matyczne, zakotwiczone w biegunach komorki, ktore
poruszajac si¢ w przestrzeni peryplazmatycznej w prze-
ciwnych kierunkach wprawiaja komoérke w ruch obro-
towy [50]. Ze wzgledu na dwuwarstwowos¢ oslon
komorkowych kretki te bywajg zaliczane do bakterii
gramujemnych, co jednak nie jest stuszne z uwagi na
znaczace roznice w architekturze blony zewnetrznej
(np. bardzo nieliczne biatka transbionowe) i jej skladzie
chemicznym (np. brak fosfodwuetyloaminy i lipopolisa-
charydu, obecnos¢ licznych glikolipidowych antygendw,
ktorych jednocukrowym skfadnikiem jest galaktoza) [6].

Bakterie te zyja w réznych okresach swego cyklu
zyciowego jako pasozyty zewnatrz lub wewnatrz komor-
kowe, mozna je takze hodowac in vitro, lecz ich wyma-
gania pokarmowe w podlozu hodowlanym s3g bardzo
zlozone, a czas generacji wydluzony. Ztozone wymaga-
nia pokarmowe wynikajg z ich ograniczonego ,,wyposa-
zenia enzymatycznego”. Okazalo sie, ze dla B. burdorferi
gléwnym Zrédlem energii jest glukoza [30] lecz konco-
wym produktem jej przemian jest kwas mlekowy, gdyz
bakteria ta nie dysponuje enzymami cyklu Krebsa oraz
oksydacyjnej fosforylacji. Nieobecne sg takze liczne
enzymy zwigzane z biosynteza aminokwasow, kwasow
ttuszczowych, nukleotydéw i wielu kofaktoréw reakeji
enzymatycznych [30]. Te i inne obserwacje bioche-
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miczne potwierdzone zostaly po okresleniu sekwencji
nukleotydowej genomu, lecz omawianie ich wykracza
poza zaplanowane ramy opracowania.

4. Genom Borrelia burgdorferi

Pierwsze obserwacje struktury materialu genetycz-
nego czynnika etiologicznego boreliozy z Lyme pocho-
dzity z analiz elektroforetycznych prowadzonych réznymi
technikami. Dzigki nim dowiedziono (z wykorzysta-
niem PFGE) obecno$¢ w komodrce dwuniciowej liniowej
czasteczki DNA o wielko$ci 900 kpz, ktérg utozsamiono
z chromosomem bakteryjnym. Dalsze analizy potwier-
dzaly unikalnos$¢ organizacji materialu genetycznego
B. burgdorferi. Juz w tych wczesnych badaniach zaob-
serwowano obecnos$¢ kilku liniowych i kolistych plaz-
midéw [1, 4, 26], a niektdre eksperymenty dowodzity,
ze liniowe plazmidy B. burgdorferi maja kowalencyjnie
zamkniete konce [2].

Sekwencje nukleotydéw w genomie B. burgdorferi B31
okreslono w 1997 roku. Okazalo sig, ze genom ten sktada
sie z liniowego chromosomu o dlugosci 910 725 pz i nie
mniej niz 17 liniowych i kolistych plazmidéw, ktérych
diugos¢ w sumie przekraczata 533 000 pz, co razem
dawalo ponad 1,4 Mpz. Jednocze$nie pojawila si¢ hipo-
teza, ze szczep poddany sekwencjonowaniu mogt
w wyniku pasazowania utraci¢ trzy plazmidy. Wnioski
takie wyciagnieto przez poréwnanie z innymi izolatami
tego szczepu [30]. W 2000 roku Casjens ze wspot-
pracownikami [16] dokonal powtdérnej analizy genomu
tej bakterii, w wyniku ktdrej uzyskano sekwencje linio-
wego chromosomu, dwunastu liniowych oraz dziewie-
ciu kolistych plazmidéw (szczegély w tabeli I).

4.1. Chromosom

Chromosom B. burgdorferi stanowi liniowy repli-
kon o zamknietych koncach typu struktury spinki do
wlosow. Na jego koncach wystepuja krotkie odwrdcone
powtorzenia [15]. Dokladnej analizie sekwencji genomu
Fraser iwsp. [30] poswiecili osobny artykut ,Geno-
mic sequence of a Lyme disease spirochaetes, Borrelia
burgdorferi”, z ktérego pochodzi wigkszos¢ informacji
zawarta w tym rozdziale.

Chromosom zawiera 851 potencjalnych otwartych
ramek odczytu [91]. W chwili obecnej 59% z nich ma
przypisang okreslona funkcje, 12% wykazuje homologie
z biatkami innych bakterii o niepoznanej dotad funkcji.
Pozostale 29% to zupelnie nowe niespotykane w innych
bakteriach geny. Najprawdopodobniej sg one zwigzane
z wirulencja B. burgdorferi. Replikon ten zawiera 23 geny
strukturalnych RNA. Pomimo do$¢ niskiej zawartosci
par GC (28,6%) w sekwencji nukleotydowej wystepuja
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Tabela I
Zestawienie replikonéw wchodzacych w sktad genomu
B. burgdorferi (na podstawie: [14])

Replikon Struktura W:;H;;éé UdZia(lo/f )a rGe
Chromosom | liniowa 910 725 28,6
cp9 kolista 9 386 23,9
cp26 kolista 26 498 26,5
cp32-1 kolista 30750 29,4
cp32-3 kolista 30223 28,9
cp32-4 kolista 30299 29,3
cp32-6 kolista 29 838 29,3
cp32-7 kolista 30 800 29,1
cp32-8 kolista 30 885 29,1
cp32-9 kolista 30 651 29,3
Ip5 liniowa 5228 23,8
Ip17 liniowa 16 928 23,1
Ip21 liniowa 18901 20,7
Ip25 liniowa 24177 23,4
1p28-1 liniowa 28 250 32,3
1p28-2 liniowa 29 766 31,6
1p28-3 liniowa 28 601 25,0
1p28-4 liniowa 27323 24,5
1p36 liniowa 36 849 26,9
1p38 liniowa 38 829 26,1
1p54 liniowa 53 541 28,2
Ip56 liniowa 52971 27,3

Nazwy poszczegolnych plazmidéw zostaly utworzone od skrotéw nazw
angielskich charakteryzujacych strukture plazmidu oraz od przyblizonej
wielkosci poszczegélnych replikonéw, podanych w kpz, a ustalonych na
podstawie analiz elektroforetycznych.

cp - skrét od ang. circular plasmid

Ip - skrét od ang. linear plasmid

wszystkie kodony. W wypadku gdy jeden aminokwas
jest okreslony przez wigcej niz jeden kodon obserwuje
sie czestsze uzycie odpowiednika bogatego w pary AU.

Doswiadczenia wykonane przez Picardeau iwsp.
[17, 58] dowiodly, ze replikacja chromosomu B. burg-
dorferi ma charakter dwukierunkowy symetryczny,
nie doprowadzity jednak do poznania szczegélowego
mechanizmu. Udalo si¢ jedynie ustali¢ z pewnym przy-
blizeniem miejsce rozpoczecia replikacji. Znajduje sie
ono mniej wigcej w polowie dlugosci chromosomu
(458 kpz), najprawdopodobniej w obszarze o wielkosci
240 pz, pomiedzy genami dnaA i dnaN. W miejscu tym
obserwuje si¢ zmiane polaryzacji nici oraz sekwencje, do
ktérych mogloby sie wigza¢ biatko regulatorowe DnaA,
co wydaje si¢ by¢ charakterystyczne dla obszaru inicjacji
replikacji [34, 58]. Istnieja dwa hipotetyczne modele,
wedlug ktérych mogtoby zachodzi¢ powielanie linio-
wego chromosomu. Obydwa opieraja si¢ na zalozeniu
istnienia dwuniciowej, kolistej formy posredniej, rézniag
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sie jednak mechanizmem jej powstania. Niezaleznie od
przyjetego modelu, efekt replikacji w obydwu przypad-
kach jest identyczny [13, 69].

Zauwazono, ze prawy telomer chromosomu wyka-
zuje pewne podobienstwo do sekwencji plazmidéw
liniowych (Ip17 11p28-3), jest wigc mozliwe, ze w prze-
sztosci doszlo do zjawiska wymiany telomeréw pomie-
dzy tymi replikonami.

W chromosomie B. burgdorferi wyrdzniono trzy ORFy
(dnaE, dnaN, dnaX) charakteryzujace sie duzg homo-
logia do czterech (odpowiednio: a, B, Y, T) z dziesigciu
polipeptydow tworzacych polimeraze III DNA u E. coli.
Wskazuje to na zredukowang liczbe genéw biorgcych
udzial w procesie replikacji. Poza tym odnotowano
obecno$¢ genéw kodujacych: helikaze (dnaB), pry-
maze (dnaG), polimeraze I DNA (polA) i biatko DnaA.
B. burgdorferi posiada tez geny topoizomeraz: jedna
typu I (topA) oraz dwie typu II (gyraz¢ i topoizome-
razg IV). Ich obecnos¢ w genomie bakterii o liniowym
chromosomie wydaje si¢ dziwna. By¢ moze biorg one
udzial w replikacji chromosomu, w ktorym wyste-
puja koliste formy przejsciowe wymagajace rozdzialu.
Prawdopodobnie moga takze uczestniczy¢ we wpro-
wadzaniu pojedynczych nacig¢ podczas tego procesu.
W chromosomie B. burgdorferi kodowanych jest szereg
enzymow oraz bialek, ktére moga bra¢ udziat w proce-
sach naprawy DNA m.in. polimeraza I, ligaza, endo-
nukleaza III, kompleks biatek endonukleazy UvrABC,
helikaza (UvrD), MutL, MutS (brak trzeciego z biatek
(MutH), ktore bierze udziat w odréznianiu nici matry-
cowej od nowo zsyntetyzowanej wynika z nieobecnosci
genu kodujacego metylaze Dam).

B. burgdorferi jest zdolna do rekombinacji homolo-
gicznej, czego dowodem jest obecnos¢ duzego zestawu
gendéw umozliwiajacych ten proces (recA, recBCD, recG,
rec], sbcC, sbcD oraz ruvAB). W chromosomie nie ziden-
tyfikowano genu lexA, tak wiec u tej bakterii najprawdo-
podobniej nie funkcjonuje typowy system SOS. Analiza
replikonu wykazala obecnos¢ genow kodujacych wszyst-
kie trzy podjednostki rdzenia polimerazy RNA (a,
oraz ('), a takze trzech czynnikéw o: 6”° stanowiacego
czynnik podstawowy u E. coli oraz 6°* i 0**. Zaobserwo-
wano takze obecnos$¢ gendw: nusA, nusB, nusG oraz rho
regulujacych proces terminacji transkrypcji.

Geny rRNA u B. burgdorferi sa zblokowane w ope-
ron umiejscowiony pomiedzy 434 000 pz a 447 000 pz.
Cechami unikatowymi dla tej bakterii s tandemiczne
powtdrzenia zestawu gendéw dla 23S rRNA i 55 rRNA
oraz ich oddzielenie od genu dla 165 rRNA odcinkiem
o dlugosci 22 pz. Porzadek ten wydaje si¢ by¢ konser-
wowany u innych gatunkéw z rodzaju Borrelia [54].
W sklad operonu wchodzg takze geny kodujgce tRNA
dla alaniny i izoleucyny. Wszystkie jednostki za wyjat-
kiem tRNA dla izoleucyny s3 transkrybowane w tym
samym kierunku. W sktad operonu wchodzg ponadto
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cztery niespokrewnione geny. Jeden z nich koduje gliko-
zylaze 3-metyloadeniny, drugi zawiera prawdopodobnie
sekwencje charakterystyczne dla biatek bedacych hydro-
lazami, a funkcje pozostalych sa nieznane.

W chromosomie odnotowano obecnos¢ 31 tRNA ze
specyficznoscig dla wszystkich aminokwaséw. Sa one
zorganizowane w siedem zgrupowan i 13 pojedynczych
genéw. Zidentyfikowano tez wszystkie syntetazy tRNA
procz syntetazy glutaminylo-tRNA. Obecny jest nato-
miast enzym, ktéry umozliwia przeksztalcenie tRNAC"
w tRNAS" w wyniku reakeji transamidacji. Badania
wykazaly, ze syntetaza lizylo-tRNA B. burgdorferi zalicza
sie do pierwszego typu tych enzymow, ktory jest cha-
rakterystyczny dla Archaea, nie stwierdzono natomiast
obecnosci syntetazy lizylo-tRNA typu II wlasciwej bak-
teriom i organizmom eukariotycznym [38].

Analiza chromosomu nie wykazata obecnosci enzy-
mow cyklu kwasu cytrynowego oraz genéw tancucha
oddechowego. Pozwala to sadzi¢, ze pirogronian pow-
staly w wyniku przemian katabolicznych glukozy ulega
dalszym przeksztalceniom w wyniku fermentacji, co
potwierdza odnalezienie genu dehydrogenazy mlecza-
nowej (Idh) oraz kinazy octanowej (ackA). Pozostaje
to w zgodzie z mikroaerofilng naturg bakterii. Ziden-
tyfikowano geny szlaku pentozofosforanowego. Jest on
zrédlem sity redukujacej. Stwierdzono takze obecno$é
enzymow pozwalajacych na wigczenie innych cukrow:
glicerolu, fruktozy, maltozy i glukozoaminy w cykl gli-
kolizy. Potencjal blonowy u B. burgdorferi jest utrzymy-
wany przez syntetaze ATP, ktora przeprowadza reakcje
w przeciwnym kierunku i dziafa tu jako ATPaza. Geny
kodujace syntetaze ATP sa czescig siedmioskladniko-
wego operonu. Wykazuja one wigksze podobienstwo
do odpowiednikéw wystepujacych u Eukaryota oraz
nalezacych do Archaea niz do sekwencji bakteryjnych.

W chromosomie obecne sg geny kodujace enzymy
umozliwiajgce przemiany kwasow ttuszczowych, jednak
nie zaobserwowano enzymoéw odpowiedzialnych za
wydtuzanie kwasow ttuszczowych. Obecne sg tez geny
warunkujace cykl przemian prowadzacy do uzyskania
aktywowanej jednostki izoprenu, a takze geny kodujace
enzymy zwiazane z syntezg i przemianami nukleozydo-
trifosforanow.

B. burgdorferi nie posiada enzyméw umozliwiajg-
cych synteze N-acetyloglukozoaminy, ktéra jest sklad-
nikiem $ciany komorkowej. Jej dodatek do pozywki jest
wiec wymagany dla wzrostu bakterii [3]. W chromoso-
mie znajdujg si¢ natomiast geny warunkujace rozkiad
chityny, ktoéra jest polimerem N-acetyloglukozoaminy,
a zarazem skladnikiem kutykuli kleszcza bedacego
gospodarzem B. burgdorferi. Wydaje si¢ prawdopo-
dobne, ze chityna moze by¢ zrodlem wegla i energii dla
bakterii podczas przebywania w ciele kleszcza.

W chromosomie znajduje si¢ 46 otwartych ramek
odczytu kodujacych biatka wiazace oraz transportujace,
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odpowiadajace 16 transporterom blonowym. Ta sto-
sunkowo mata ilo$¢ przeno$nikow jest kompensowana
przez ich szeroka specyficznos¢ substratowa. Wyrdz-
niono wérdd nich permeazy, transportery typu ABC,
system translokacji grupowej i pompe opornosci wie-
lolekowej. Nie zaobserwowano systemow transportuja-
cych kwasy ttuszczowe, NAD/NADH czy nukleotydy
jednak wydaje sig, ze powinny by¢ one obecne. By¢ moze
odbiegaja one sekwencja od juz znanych przenosnikow.
Transport glukozy, fruktozy i dwucukréow najprawdo-
podobniej odbywa sie za posrednictwem systemu fos-
fotransferazowego. Ryboza, galaktoza i oligopeptydy sa
z kolei najpewniej transportowane do wnetrza komorki
poprzez transportery typu ABC.

W chromosomie odnotowano obecnos¢ 54 genéw
odpowiedzialnych za zdolnos¢ ruchu oraz chemotaksje.
Sa one zblokowane w osiem operonéw liczacych od 2
do 25 genéw. Ruchliwos¢ oraz zdolnos¢ jej modulacji
pod wplywem czynnikéw zewnetrznych jest cechg nie-
zwykle wazng dla B. burgdorferi — geny te stanowig az
6% calego chromosomu. Nie jest to zaskakujace jezeli
wzia¢ pod uwage tryb zycia bakterii i budowe aparatu
ruchu. Analiza wykazala, ze w chromosomie znajduje
sie kilka kopii genéw bioracych udzial w chemotaksji
(cheR, cheW, cheA, cheY i cheB). By¢ moze jest to zwig-
zane z réznym stopniem ekspresji tych genéw w zalez-
nosci od warunkow srodowiska. Istnieje takze hipoteza,
ktora dopuszcza, ze rzeski na kazdym biegunie komorki
podlegaja regulacji za pomocg innych produktow eks-
presji gendw che.

Istotnym elementem kodowanym w chromosomie
sa biatka powierzchniowe. Okazalo sig¢, ze w przypadku
B. burgdorferi prawie wszystkie zidentyfikowane dotad
tego typu biatka nalezg do klasy lipoprotein i stanowia
ponad 8% sekwencji kodujacej chromosomu. Odnoto-
wano natomiast obecnos¢ tylko dwdch z trzech enzy-
mow koniecznych do powstania lipoproteiny z biatka
zsyntetyzowanego w wyniku translacji. Inne doswiad-
czenia sugerujg jednak obecnos¢ kompletu enzymow,
by¢ moze trzeci z nich (Int) odznacza si¢ zbyt niskim
podobienstwem sekwencji do obecnie znanych homo-
logéw. B. burgdorferi zawiera zestaw gendw, ktdrych
produkty umozliwiajg transport lipoprotein przez blong
wewnetrzng. Jest to system sekrecji homologiczny do
systemu z E. coli.

Pomimo obserwacji sugerujacych, ze ekspresja genow
B. burgdorferi zalezy od wielu réznych czynnikéw, nie
udalo sie zidentyfikowaé wielu typowych systemow
regulacji. Co prawda odnotowano obecnos¢ homolo-
gow bialek szoku cieplnego (groES, groEL, grpE, dna],
hslV, dnaK, i htpG), jednak nie odnaleziono wlasciwego
im czynnika o, ktory kontroluje ten proces u E. coli. Nie
wiadomo wiec do konca w jaki sposéb odbywa si¢ ta
regulacja. W chromosomie obecne sg tez geny, ktorych
produkty biorg udzial w modulacji odpowiedzi na dro-
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dze uktadu dwuskladnikowego. Z analiz tych wynika, ze
systemy regulacyjne u B. burgdorferi znacznie odbiegaja
od dotad poznanych.

4.2. Plazmidy

Na zsekwencjonowany genom B. burgdorferi B31
sktada si¢ précz liniowego chromosomu 9 kolistych
i 12 liniowych plazmidéw. Replikony te zawieraja
w sumie 782 otwarte ramki odczytu, a $redni udzial
sekwencji kodujacych waha sie od 30% do 92%. Inne
izolaty odznaczaja si¢ podobnym, acz nie identycznym,
zestawem replikonéw. Analizy pokazuja, ze moga one
nie$¢ co najmniej trzy dodatkowe plazmidy [14, 65].

Wezesniejsze doswiadczenia badajace strukture plaz-
midéw wykazaly, ze replikony liniowe u B. burgdorferi
odznaczajg si¢ duzg komplementarnoscia zasad wzdtuz
sekwencji oraz posiadaja kowalencyjnie zamkniete
konce [2]. Badania molekularne wykazaly duze podo-
bienstwo kilku plazmidéw. Na ich podstawie wyroz-
niono rodzine cp32 oraz rodzine 1p28. Wiele podo-
bienstw pomiedzy innymi pozachromosomowymi
replikonami jest zapewne wynikiem tasowania mate-
rialu genetycznego. Plazmidy liniowe wykazuja duzo
wiekszy potencjal rekombinacyjny o czym $wiadczy
ich niezwykle podobienstwo. Analizy sugeruja, ze wiele
replikonéw liniowych powstato na skutek duplikacji
i rearanzacji przypadkowych sekwencji. Dowodzi tego
ogromna liczba gendéw tworzaca rodziny paralogiczne
[14, 16]. Analizy molekularne znanych sekwencji telo-
merdw struktur liniowych wykazaty duze podobienstwo
zaréwno pomiedzy plazmidami oraz plazmidami i chro-
mosomem. Wyrdzniono siedem grup podobienstw.
Zauwazono, ze tylko prawy koniec plazmidu Ip54 nie
wykazuje podobienstwa do zadnej innej sekwencji. Tak
duza zgodno$¢ telomeréw moze by¢ wynikiem licz-
nych rearanzacji pomiedzy fragmentami plazmidow.
Istnieje hipoteza wedtug ktdrej prawy koniec chromo-
somu mialby pochodzi¢ z ktérego$ z plazmidow [16].
Zauwazono rowniez podobienstwo telomeréw plazmi-
déw liniowych do sekwencji poxwiruséw [37].

4.2.1. Plazmid cp26

Replikon cp26 to jedyny plazmid, ktorego utraty
nigdy nie zaobserwowano. Liczy on 26 498 pz, zawiera
29 ORFow, a poniewaz jest obecny we wszystkich izola-
tach przypuszczano, ze zawiera w swojej sekwencji geny
niezbedne dla funkcjonowania B. burgdorferi. Do$wiad-
czenia prowadzone przez Byram i wspdtpracowni-
kow [10] wytypowaly gen resT kodujacy resolwaze telo-
mero6w, ktdra wydaje si¢ by¢ konieczna dla prawidlowej
replikacji chromosomu bakteryjnego oraz innych linio-
wych replikonéw B. burgdorferi. Prawdopodobnie resT
nie jest jedynym genem niezbednym do funkcjonowania
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tej bakterii obecnym na plazmidzie cp26. Dotychczas
udalo sie przypisa¢ funkcje do 15 ORFéw obecnych
w cp26. Zidentyfikowano zesp6t genéw (BBB10, BBB11,
BBBI12, BBB13) odpowiedzialnych za utrzymanie plaz-
midu w komoérce. Wykazano obecnos¢ genéw kodu-
jacych: hipotetyczny transporter chitobiozy (BBB04,
BBBO05, BBB06), guaniny czy ksantyny (BBB22, BBB23),
element permeazy oligopeptydow (BBBI6), a takze
element systemu fosfotransferazowego (BBB29) [10].
Z istotnych genéw wirulencji obecnych na replikonie
cp26 nalezy wymieni¢ gen ospC kodujacy lipoproteine
powierzchniowa. Ekspresja tego bialka wzrasta znaczaco
w przypadku kiedy kleszcz, w ciele ktorego znajduje sie
B. burgdorferi, odzywia si¢ krwia, a temperatura otocze-
nia osiggnie 32-37°C [66]. Wykazano, ze bialko to jest
niezbedne do zainfekowania myszy [35].

4.2.2. Rodzina cp32

Rodzina cp32 sktada si¢ z 13 kolistych replikonéw,
jednak w zsekwencjonowanym szczepie B31 jest ona
reprezentowana tylko przez 7 plazmidéw. Ich wiel-
kos¢ waha si¢ w granicach od 29838 pz do 30 885 pz.
Zawierajg od 38 do 45 ORF6w, co stanowi $rednio 92%
ich calej sekwencji. Replikony wykazuja homologie
wzgledem siebie prawie wzdluz calej swej diugosci.
Wyrézniono trzy regiony gdzie obserwuje sie wigksza
réznorodnos$¢ sekwencji. Znajduja si¢ one w obsza-
rach: 17 kpz, 22 kpz oraz 27 kpz, co odpowiada kolejno:
genowi mlp (kodujacemu lipoproteing), prawdopodob-
nemu zestawowi gendw zwigzanemu z segregacja plaz-
midoéw potomnych oraz genowi erp, réwniez koduja-
cemu lipoproteine [16].

Wystepowanie zroznicowania wsrod tych genow
warunkuje réznorodnos¢, a zarazem zmiennos¢ biatek
istotnych dla cyklu zyciowego B. burgdorferi. Ekspresja
lipoprotein powierzchniowych Erp wzrasta w czasie
infekowania gospodarza ssaczego. Ich funkecja jest wig-
zanie czynnika H, znajdujacego sie w surowicy gospo-
darza, podczas aktywacji dopelniacza na drodze alter-
natywnej. Wigzanie czynnika H przez bialko Erp nie
pozwala na rozpoznanie bakterii jako obcej komorki
i chroni ja tym samym przed odpowiedzig ukladu
immunologicznego [67].

Wspdlistnienie wielu wariantéw lipoprotein kodo-
wanych na plazmidach z rodziny cp32 jest mozliwe
zapewne dzieki istnieniu niewielkich réznic w genach
odpowiedzialnych za utrzymanie replikonu w komorce.

Mimo tak wielu podobienstw pomiedzy poszczegol-
nymi czfonkami rodziny cp32 istniejg tez geny specy-
ficzne tylko dla czesci z nich. Do takich przypadkow
naleza m.in. geny bdr czy rev [16]. Gen revA koduje
biatko powierzchniowe wigzace fibronektyne [8], nato-
miast produktem genu bdr jest biatko o niepoznanej
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dotad funkcji, sugeruje sie jednak, ze nie jest ono pre-
zentowane na powierzchni komarki bakteryjnej [80].

Do innych znanych genéw obecnych na plazmidach
z rodziny cp32 nalezg m.in. geny blyAB kodujace cho-
line lub system cholinowy pochodzenia bakteriofago-
wego [20].

Istnieje hipoteza, wedlug ktoérej rodzina cp32 pow-
stala wskutek zjawiska rekombinacji. Wyrdzniono czte-
ry typy plazmidéw cp32, odmienne wzgledem siebie
w dwoch rejonach znajdujacych sie w obszarze 2-5 kpz
oraz okofo 17 kpz. W kazdym z tych dwoch miejsc ist-
nieja dwa warianty sekwencji. Najprostszym zjawiskiem
ttumaczacym istnienie wspomnianych juz czterech
typow bylaby rekombinacja.

Sugeruje sie, ze plazmidy z rodziny cp32 moga by¢
profagami ¢pBB-1. Przemawia za tym fakt konserwowa-
nego ufozenia genoéw oraz podobna wielkos¢ wszystkich
plazmidéw z grupy cp32. Analizy molekularne sugeruja
obecnos¢ operonu zwigzanego z cyklem litycznym. Jed-
nak stan obecnej wiedzy nie pozwala jednoznacznie
ustosunkowac sie do tej hipotezy [25].

Z rodzing cp32 zdaja si¢ by¢ zwigzane trzy plazmidy:
cp9, Ip54 oraz Ip56 ). Plazmid cp9 powstal najprawdo-
podobniej w wyniku delecji fragmentu o dtugosci okolo
21kpz z plazmidu cp32 posiadajacego gen rev, gdyz
jego obecno$¢ odnotowano w tym plazmidzie. Ponadto
doszto do kilku pojedynczych delecji, inwersji i wymian
genowych. Replikon ten zawiera 11 otwartych ramek
odczytu, z czego dwie maja przypisang funkcje. Gen
eppA koduje biatko powierzchniowe [16]. W 2000 roku
odkryto replikon podobnej wielkoéci oraz wykazu-
jacy pewne podobienstwo do plazmidu cp9. Plazmid
ten zawiera inny allel genu eppA. Nadano mu nazwe
cp9-2 oraz postulowano zmiane¢ nazwy dla plazmidu
z cp9 na cp9-1 [48].

Replikony Ip56 i 1p54 powstaty w wyniku bardziej
skomplikowanych zdarzen. Odgrywajg one tez wigksza
role w wirulencji B. burgdorferi, zostang wiec omowione
oddzielnie.

4.2.3. Plazmid Ip56

Plazmid Ip56 zawiera w swojej sekwencji kopie plaz-
midu z rodziny cp32. Nie jest ona identyczna z Zadng
dotychczas poznang, ale wykazuje pewne podobienstwo
do replikonéw cp32-4, cp32-6 czy cp32-9. Najprawdo-
podobniej doszto do otworzenia kolistej struktury cp32
i wlaczenia jej w sekwencje liniowego przodka Ip56 tak,
ze obecnie lokuje si¢ ona pomiedzy 6585 pz a 36 935 pz.
Wydaje sie, ze zdarzenie to mialo miejsce stosunkowo
niedawno [16]. Miejsca integracji przodkéw Ip56 wyka-
zujg si¢ krotkim podobienstwem rzedu 2 pz. Sugeruje
to, ze zdarzenie to nie nastgpito na drodze rekombi-
nacji homologicznej. Brak wyraznych odwréconych
powtdrzen w obszarze integracji raczej wyklucza udziat
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integraz. Wydaje si¢, ze w tym procesie nie posredni-
czyly tez transpozazy nie zauwazono bowiem obecnosci
terminalnych powtorzen, ktére moglyby by¢ przez nie
wygenerowane [14].

Replikon zawiera 82 ORFy, osiem pseudogendw.
Wisrod gendw o przypisanej funkeji tylko cztery sg cha-
rakterystyczne dla plazmidu Ip56, pozostale wystepuja
takze na plazmidach z rodziny cp32. Gen BBQ67 koduje
metylotransferaze DNA wykazujaca specyficzno$¢ do
adeniny, ktora moze stanowi¢ sktadnik systemu restryk-
cyjnego. Odnotowano tez obecnos¢ biatka zewnatrzblo-
nowego bedacego produktem genu BBQO03, antygenu
P35 (produkt BBQO05) oraz genu BBQO08 zwiazanego
z utrzymaniem plazmidu w komorce [16].

4.2.4. Plazmid Ip54

Ostatnim plazmidem wykazujacym duze podobien-
stwo do rodziny cp32 jest replikon lp54. Zauwazono,
ze sklada si¢ on z dziewieciu blokéw wykazujacych
homologi¢ do cp32. Sg one utozone w tej samej orien-
tacji i kolejnosci na obu replikonach. Wydaje sie, ze
réwniez w tym przypadku doszto do rozerwania kolistej
struktury cp32 i wlaczenia jej w sekwencje liniowego
przodka. Obecno$¢ kilku zestawéw gendéw rozdzielo-
nych innymi sekwencjami $wiadczy o licznych poz-
niejszych insercjach, co pozwala stwierdzi¢, ze pow-
stanie tego plazmidu jest starsze ewolucyjnie niz powsta-
nie replikonu Ip56.

Plazmid ten zawiera 76 otwartych ramek odczytu,
z czego 26 ma swoje paralogi w rodzinie cp32. Interesu-
jacy wydaje sie fakt, ze lipoproteiny Erp i Mlp wystepu-
jace w plazmidach cp32 zostaly zastgpione w tym repli-
konie przez niehomologiczne lipoproteiny kodowane
przez geny dbpAB oraz ospAB [16].

Analizy molekularne dowiodly, ze plazmid Ip54
zawiera najwiecej genow, ktorych ekspresja jest warun-
kowana przez temperature otoczenia. Sugeruje to duzy
udzial tego replikonu w modulacji cyklu zyciowego
B. burgdorferi. Zidentyfikowano na nim kilka genow
istotnych zaréwno dla przezycia w ciele kleszcza jak
i w stalocieplnym gospodarzu [55].

Do waznych bialek zapewniajacych powodzenie
infekcji w wektorze, a kodowanych na lp54 nalezg
biatka OspA i OspB. Ich ekspresja podczas przebywania
B. burgdorferi w ciele kleszcza utrzymuje si¢ na wysokim
poziomie. To lipoproteiny pelnigce role adhezyn w jeli-
cie kleszcza. Badania dowodza, ze uszkodzenie tych
genow oslabia zdolnosci kolonizacyjne [78].

W infekecji gospodarza ssaczego biorg udzial biatka
DbpA i DbpB, ktore takze sg adhezynami posrednicza-
cymi w wigzaniu si¢ do widkien kolagenowych i ko-
morek eukariotycznych [27].

Wigkszo$¢ zidentyfikowanych genow koduje biatka
powierzchniowe i lipoproteiny. Odnotowano jednak
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obecnos¢ kilku gendw, ktérych produkty moga by¢
istotne dla zdobywania substancji odzywczych przez
B. burgdorferi. Przykladem moze by¢ transporter oligo-
peptydow typu ABC (BBA34) i poryna blony zewnetrz-
nej (gen - oms28). Plazmid lp54 koduje tez enzym
odpowiedzialny za synteze TMP (thyX) [30].

4.2.5. Plazmid lp36

Plazmid Ip36 o dtugosci 36 849 pz zawiera 54 otwarte
ramki odczytu. Do$wiadczenia przeprowadzone w 2007 r.
wykazaly, ze wprowadzenie, droga iniekcji, bakterii
pozbawionych tego replikonu nie jest w stanie wywo-
ta¢ infekcji u myszy. Brak plazmidu nie ma wplywu
na przetrwanie w ciele kleszcza, lecz obniza stopien
infekcyjnosci B. burgdorferi podczas przenoszenia bak-
terii z wektora na gospodarza. Sugeruje sig, Ze jednym
z gendw za to odpowiedzialnych jest adeC kodujacy
deaminaze adeniny, enzymu zwigzanego z odzyski-
waniem i metabolizmem adeniny [41]. Innym genem
obecnym na replikonie Ip36 istotnym w cyklu zycio-
wym B. burgdorferi jest BBK32 kodujacy biatko wigzace
fibronektyne [59].

4.2.6. Plazmid Ip25

Plazmid Ip25 sklada sie z 24177 pz i zawiera 32
otwarte ramki odczytu. Znamy potencjalng funkcje
tylko kilku z nich. Najistotniejszym biatkiem kodowa-
nym na tym replikonie jest enzym potrzebny do syntezy
NADu (PncA). Enzym ten jest wymagany do przezycia
w ciele myszy, nie jest natomiast konieczny do wzro-
stu in vitro. Zauwazono jednak, ze szczepy pozbawione
plazmidu 1p25 odznaczajg si¢ stabszym wzrostem oraz
duzo mniejszym stopniem infekcyjnosci [60].

4.2.7. Plazmidy z grupy 1p28

Do grupy replikonéw okreslanych mianem 1p28 zali-
cza sie plazmidy, ktorych wielko$¢ waha sie od 26 921 pz
do 29 766 pz. Najwickszym udziatem sekwencji koduja-
cych odznacza si¢ 1p28-2 (86%). Pozostale trzy plazmidy
sa prawdopodobnie w trakcie intensywnej ewolucji co
odzwierciedla duzo mniejszy odsetek sekwencji kodu-
jacych [16].

Szczepy pozbawione 1p28-1 sa zdolne jedynie do
krétkotrwalej infekcji myszy. Swiadczy to o istotnym
wplywie tego replikonu na wirulencje B. burgdorferi.
Jest to prawdopodobnie zwigzane z regionem vIsE skta-
dajacym si¢ z czgsci podlegajacej ekspresji oraz dwoch
wyciszonych kaset vis. Regiony ciche rekombinujg z vIsE,
co pozwala na istnienie kilku wariantéw biatka VIsE.
Proces ten ma miejsce tylko gdy bakteria znajduje sie
w ciele gospodarza stalocieplnego i pozwala unikna¢
odpowiedzi uktadu immunologicznego. Obecno$¢ tego
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regionu stwierdzono dotychczas u wszystkich patogen-
nych B. burgdorferi [61]. Plazmid 1p28-1 koduje ponadto
lipoproteing Erp.

Inne plazmidy z grupy Ip28 nie s3 prawdopodobnie
niezbedne dla przetrwania w ciele kleszcza lub myszy,
jednak niosg geny dajace potencjalng przewage selek-
cyjng podczas wzrostu. Na przyklad plazmid 1p28-4
koduje pompe opornosci wielolekowej (BBI26) i enzym
bioracy udzial w przemianach adeniny (BBI06), a repli-
kon Ip28-3 zawiera gen, ktérego produktem jest poryna
blony zewnetrznej (Oms28) [30].

Zauwazono, ze plazmid 1p28-2 zawiera pelng kopie
genu wykazujaca podobienstwo do genu transpozazy,
jednak nie jest on otoczony odwréconymi powtoérze-
niami. Powyzej tej sekwencji znajduje si¢ potencjalne
miejsce wigzania rybosomu, natomiast ponizej kodonu
stop zidentyfikowano strukture typu szpilki do wlosdw.
Ta transpozaza moze stanowi¢ funkcjonalne biatko
umozliwiajace tak duze rearanzacje w genomie B. burg-
dorferi. Sugeruje sie, ze Ip28-2 koduje tez helikaze DNA
bioraca udzial w replikacji [16].

4.2.8. Pozostale replikony liniowe

Liniowy replikon o dtugosci 5228 pz (Ip5) wykazuje
duza homologie do replikonu o wielkosci 18753 pz
(Ip21). Tylko jeden z 6 jego genéw nie ma swojego
odpowiednika na lp21. Wydaje sig, ze Ip21 powstal na
drodze integracji elementu o dtugosci 12,8 kpz do Ip5.
Ten fragment charakteryzuje si¢ obecnoscig regionu
o wielkosci 11 kpz ztozonego z powtoérzen o dlugosci
63 pz. Na razie nie udalo si¢ ustali¢ ich funkcji. Wiele
genéw obecnych na tych dwdch replikonach jest praw-
dopodobnie fragmentami innych genéw obecnych na
pozostatych plazmidach B. burgdorferi. Nie stwierdzono
aby ktdrykolwiek z tych replikonéw byl wymagany dla
prawidltowego przebiegu cyklu zyciowego bakterii.

Kolejnym stosunkowo mato poznanym plazmidem
jestlpl7. Liczy on 16 829 pz i zawiera 25 otwartych ramek
odczytu. Na razie nie udalo si¢ pozna¢ funkcji zadnej
z nich [16]. By¢ moze replikon ten nie jest niezbedny dla
zajscia prawidlowego cyklu zyciowego bakterii.

Plazmid 1p38 o dtugosci 38 829 pz zawiera 52 otwarte
ramki odczytu. Badania dowodza, Ze nie jest on czyn-
nikiem niezbednym dla przetrwania w ktérymkolwiek
gospodarzu, jednak jego obecno$¢ zwigksza poziom
wirulencji B. burgdorferi. Na replikonie tym jest kodo-
wana lipoproteina powierzchniowa — OspD [53]. Nie
jest to jedyny gen w genomie kodujacy biatko o takich
wlasciwosciach. Jego obecno$¢ zwieksza wiec jedynie
réznorodnos¢, co pozwala na efektywniejsze unikanie
odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Obecny stan
wiedzy sugeruje, ze plazmid ten nie jest konieczny do
wzrostu bakterii in vivo, jednak niesie geny mogace
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dawa¢ pewna przewage selekcyjng, czego przyktadem
moze by¢ biatko wiazace ATP bedace sktadnikiem trans-
portera typu ABC kodowane przez gen BBJ26 [30].

5. Pangenom Borrelia burgdorferi sensu stricto

Po zsekwencjonowaniu genomu szczepu B31 roz-
poczeta sie era badan poréwnawczych, ktéra ma na
celu m.in. poznanie pangenomu B. burgdorferi, czyli
zestawu wszystkich genéw danego gatunku. Dotyczy
ona zaréwno skladu genomu jak i poziomu ekspresji
poszczegolnych genéw u roéznych izolatow B. burg-
dorferi czgsto rozniacych si¢ poziomem infekcyjnosci.
W 2003 roku Iyer ze wspdtpracownikami [39] prze-
prowadzil doswiadczenie opierajace si¢ na zbadaniu
obecnosci wszystkich plazmidow za wyjatkiem linio-
wych replikonéw: Ip5 i lp21 oraz kolistego plazmidu
cp9 wsrdd 21 izolatéw B. burgdorferi. Bakterie zostaly
wyizolowane od chorych na borelioze z Lyme z probki
skory pobranej na obrzezu rumienia lub z probki krwi.
Wiréd izolatéw wyrézniono 5 par probek pobranych
z dwdch miejsc od tego samego chorego. Tylko w jed-
nym przypadku zauwazono zmiane profilu plazmido-
wego. Dotyczyla ona plazmidu cp32-8, jednak wydaje
sie, Ze nie ma ona wplywu na stopien infekcyjnosci
gospodarza stalocieplnego. Badania te sugeruja, ze do
najczesciej spontanicznie traconych replikonéw nalezg
plazmidy: lp56, 1p38 oraz fragment 1p28-1 (brak ich
u okoto 33% przebadanych préobek). Jednak jedna trze-
cia prob odznacza si¢ obecnoscig wszystkich plazmidow
uwzglednionych w doswiadczeniu.

Podobne do$wiadczenia, przeprowadzili juz wczes-
niej w2000 roku Purser i Norris [61]. Badali roz-
norodnos$¢ 19 izolatéw pod katem wystepowania plaz-
midéw poznanych podczas sekwencjonowania szczepu
B31. Badania te sugeruja istnienie korelacji pomig¢dzy
obecnoscig plazmidow Ip25 i 1p28-1 a stopniem infek-
cyjnosci, jednak zaleznos¢ ta w wypadku 1p28-1 jest
znacznie stabsza. Zauwazono, ze istnieje grupa repli-
konodw, ktora jest obecna we wszystkich izolatach, bez
wzgledu na ich stopien infekcyjnosci oraz grupa plazmi-
dow, ktdrej utrata nie jest w jakikolwiek sposob zwia-
zana z obnizeniem stopnia infekcyjnosci.

Obecnie w bazie NCBI znajduje si¢ 14 zdeponowa-
nych sekwencji genomowych réznych szczepdw B. burg-
dorferi [65]. Wszystkie one charakteryzuja si¢ obecnos-
cig liniowego chromosomu o dlugo$ci od 887933 pz do
1019 864 pz oraz réznym zestawem kolistych i linio-
wych plazmidéw (szczegoty w TabeliII) (zaskakujaca
informacja o kolistej strukturze chromosomu B. burg-
dorferi ZS7 [90] zostala zweryfikowana poprzez kon-
takt e-mailowy z dr. Casjensem). Ogotem, badajac
pangenom B. burgdorferi, odkryto 38 plazmidéw, 15
z nich ma charakter liniowy, a 23 kolisty. Istnieje grupa
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pozachromosomowych replikondw, ktdrej obecno$¢
stwierdzono w kazdym dotad zsekwencjonowanym
szczepie B. burgdorferi. Zalicza si¢ tu plazmidy: 1p17,
Ip36, 1p54 i cp26. Nalezy zwrdci¢ tez uwage na plaz-
mid 1p28-4, ktdérego obecnosci nie zaobserwowano
tylko w szczepie B. burgdorferi CA-11.2a. Okazuje sig,
ze szczep ten posiada jednak replikon lp36-28-4 na
ktéorym moze znajdowac si¢ czg$¢ genoéw z plazmidu
1p28-4. Mozna wiec wysnuc¢ hipotezg, ze plazmid 1p28-4
réwniez nalezy do grupy replikonéw niezbednych dla
funkcjonowania B. burgdorferi.

Badania nad pangenomem dowiodly, ze w skiad
genomow poszczegdlnych szczepéw B. burgdorferi wcho-
dza replikony podobnej wielkosci jak te zsekwencjo-
nowane w szczepie B31. Zidentyfikowano dwa nowe
plazmidy - cp18 i cp18-2, powstale najprawdopodob-
niej przez delecje fragmentu 14 kpz z plazmidu beda-
cego przodkiem rodziny cp32, gdyz wykazuja one duzy
stopien homologii do replikonéw zaliczanych do tej
rodziny [68]. Juz w 1994 roku dokonano odkrycia i zsek-
wencjonowania matego kryptycznego plazmidu cp8.3
wyizolowanego ze szczepu B. burgdorferi Ip21. Replikon
ten liczy 8 303 pz i jest niestabilny w warunkach in vitro.
Jego cechg charakterystyczng jest obecnos¢ w sekwencji
dwdch prawie identycznych, kopii odwréconych pow-
torzen o dlugosci 184 pz okalajacych sekwencje o dhu-
gosci 2 675 pz zawierajaca trzy ORFy. Sugeruje sie, ze
cze$¢ sekwencji odwroconych powtdrzen moze stanowi¢
sygnal inicjacji transkrypcji i translacji dla znajdujacych
sie pomiedzy nimi ORFéw. Nigdzie indziej w genomie
B. burgdorferi Ip21 nie stwierdzono obecnosci podob-
nych powtdrzen [22]. Poza tym odnotowano wigcej
wariantow znanych juz plazmidéw: odkryto kolejne
plazmidy nalezace do rodzin cp32 oraz rodziny lp28;
zidentyfikowano tez dwa nowe warianty plazmidu cp9.

W 2003 dokonano poréwnania sekwencji genomu
szczepu B31 z czgsciowo zsekwencjonowanymi geno-
mami szczepow JD1 oraz N40. Okazalo si¢, ze najwigk-
szg roznorodnoscia odznaczajg si¢ geny kodujace biatka
biorgce udzial w procesie wirulencji — gléwnie OspC.
Badacze sugeruja, ze gtéwnym zrédlem tej réznorod-
noséci moze by¢ proces rekombinacji. Wykazano row-
niez, ze wigkszos¢ plazmiddw ewoluuje w tempie okolo
2-4 razy szybszym niz sekwencja chromosomu. Cieka-
wym spostrzezeniem jest fakt, ze plazmidy cp26 i lp54,
ktore wydaja sie by¢ niezbedne dla wzrostu B. burgdorferi,
zmieniajg si¢ w tempie podobnym do chromosomu [62].

6. Borrelia burgdorferi a inne Borrelia

Rodzaj Borrelia skupia mikroorganizmy chorobo-
twodrcze bedace patogenami ssakow. Laczy je podobny
cykl zyciowy, jednak objawy wywolywane przez posz-
czegélne mikroorganizmy sg rézne — stanowia odrebne
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jednostki chorobowe. W rodzaju Borrelia wyrdznia
sie grupe bakterii wywolujaca borelioze — tzw. Borre-
lia burgdorferi sensu lato skupiajaca: B.burgdorferi,
B. afzelii oraz B.garinii; ale takze B.recurrentis czy
B. hermsii powodujace dur powrotny.

Obecnie w bazie NCBI znajduje si¢ 10 sekwen-
cji genomowych oraz 2 sekwencje chromosomowe
mikroorganizméw z rodzaju Borrelia z wylaczeniem
B. burgdorferi (zestawienie z B. burgdorferi w Tabeli III).
Wszystkie one charakteryzuja si¢ obecnoscig liniowego
chromosomu, ktérego wielkos¢ waha si¢ od 889 kpz
do blisko 1012 kpz. Analizy poréwnawcze ukazuja, ze
sklad genowy chromosomu jak i samo ulozenie genéw
sa mocno konserwowane wewnatrz rodzaju Borre-
lia. Wydaje si¢ tez, ze wystepowanie duzej liczby pla-
zmidow jest cechg charakterystyczng dla mikroorga-
nizmoéw z tego rodzaju. Najwicksza liczbg plazmidow
(21) odznacza si¢ B.burgdorferi. Natomiast trudno
jest jednoznacznie wskaza¢ gatunek czy szczep o naj-
mniejszej liczbie pozachromosomowych replikonéw.
Tabela III ukazuje, ze B. garinii PBi zawiera tylko dwa
plazmidy, jednak wynika to jedynie z niedoskonatosci
metod badawczych. Trudnosci te wynikaja z duzego
podobienstwa niektérych fragmentéw sekwencji oraz
z wystepowania powtorzen w genomie [32]. Podobne
problemy towarzyszyly juz sekwencjonowaniu mate-
rialu genetycznego B. burgdorferi B31. W przypadku
B. hermsii w pelni znamy tylko sekwencje chromo-
somu, jednak wiadomo, ze gatunek ten posiada kolisty
replikon o wielkos$ci 32 kpz zawierajacy wiele ortolo-
géw ORFow zlokalizowanych na plazmidach z rodziny
cp32 u B. burgdorferi oraz plazmidy nalezace do rodziny
1p28. Materiat genetyczny B. hermsii wykazuje tez hybry-
dyzacje, w réznym stopniu, do wszystkich pozachro-
mosomowych replikonéw B. burgdorferi B31 [19, 79].
Pozwala to przypuszczaé, ze na genom tego gatunku
sktada sie réwniez wiele plazmiddw.

W kazdym zsekwencjonowanym genomie znajduje
sie replikon wykazujacy pewne podobienstwo do plaz-
midu cp26. Zawsze zawiera on gen resT kodujacy
resolwaze telomerdw, ktdra jest niezbedna dla pra-
widlowej replikacji liniowych replikonéw. Roéwnie
czesto w poznanych genomach wystepuje plazmid lp54
lub jego odpowiednik. Jego obecnosci nie zaobserwo-
wano tylko u B. duttonii Ly i B. recurrentis A1 — obydwa
gatunki naleza do grupy wywotujacej dur powrotny.
Nieobecnos¢ wspomnianego replikonu moze §wiadczy¢
o wystepowaniu na nim gendw specyficznych tylko dla
wywolywania boreliozy.

Obydwa w pelni zsekwencjonowane gatunki z ro-
dzaju Borrelia wywolujace dur powrotny charakteryzuja
sie odmiennym zestawem pozachromosomowych repli-
konéw w stosunku do innych poznanych genomoéw tej
grupy mikroorganizméw. Nawet odpowiednik plazmidu
cp26 zawierajacy gen resT odznacza si¢ strukturg liniowg
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Tabela III
Poréwnanie genoméw mikroorganizméw z rodzaju Borrelia (na podstawie [45, 32, 33, 81-90])
Wielkos¢ | Udzial par GC Liczba Udz.iall '
Gatunek / szczep | chromosomu | (%) w chro- . plazmidéw Plazmidy
W pz mosomie plazmidéw liniowych

B. burgdorferi B31 910725 28% 21 12/21 cp9, cp26, cp32-1, cp32-3, cp32-4, cp32-6,
cp32-7, cp32-8, cp32-9, Ip5, Ip17, 1p21, 1p25,
1p28-1, 1p28-2, 1p28-3, 1p28-4, 1p36, 1p38, Ip54,
Ip56

B. afzelii ACA-1 903 516 28% 14 8/14 cp32-3,1p28-1, Ip17, cp32-4, Ip28-3, Ip28-7,
cp32-1,1p28-2, 1p32-10, Ip38, Ip54, cp32-5,
1p28-4, cp26

B. afzelii PKo 905 394 28% 8! 6/8 1p60, Ip60-2, Ip34, Ip32, cp30, Ip28, cp27, Ip25

B. garinii PBi 904 246 28% 22 1/2 cp26, Ip54

B. garinii Far04 889 112 28% 7 6/7 Ip36, Ip17, 1p28-1, 1p25, Ip54, cp26, Ip32-10

B. garinii PBr 903 870 28% 11 8/11 1p25, 1p36, cp32-5, [p28-4, cp26, cp32-10, [p28-3,
Ip54, Ip17,1p28-1, 1p28-7

B. spielmanii A14S 1011570 28% 8 718 1p38, 1p28-8, 1p36, Ip17, 1p54, 1p28-4, 1p28-3, cp26

B. valaisiana VS116 | 913 294 28% 11 6/11 cp26, 1p54, cp32-2-7, cp32-10, Ip36, Ip25, cp9,
Ip17, 1p28-3, cp32-5, 1p28-8

Borrelia sp. SV1 951 833 28% 9 5/9 Ip32-12, cp32-3, 1p28-2, Ip17, cp32-4, cp32-7,
cp26, 1p28-4, Ip54

B. duttonii Ly 931 674 27% 16 15/16 pl15, pl165, pl23, pl23b, pl26, pl27, pl28, pl35,
pl36, pl40, pl41, pl42, pl70, pl31, pl32, pl11

B. hermsii DAH 922 307 29% =3 =3 -

B. recurrentis Al 930 981 27% 7 717 p123, pl33, pl35, pl37, pl53, pl6, pl124

B. turicatae 91E135 917 330 29% =3 =3 -

1 W pelni odtworzono sekwencje 8 plazmidow; plazmid Ip31 sktada sie z trzech nieztozonych blokéw genow.
% Sekwencjonowanie prowadzono przy uzyciu metody shotgun. W pelni odtworzono jedynie sekwencje dwéch plazmidéw — odpowiednikéw cp26 i Ip54.
3 Brak danych, w bazie NCBI zdeponowane zostaly tylko sekwencje chromosoméw poszczegolnych gatunkéw z rodzaju Borrelia, pozostata czes¢ genomu

jest w trakcie sekwencjonowania.

i mniejszym rozmiarem (ok. 23 kpz). Najprawdopodob-
niej réznice te sg skorelowane z rodzajem choroby, ktora
jest w stanie wywola¢ dany patogen. Gatunki zaliczane
do Borrelia burgdorferi sensu lato posiadaja zwykle
podobny profil plazmidéw. Wspdlng cecha wszyst-
kich mikroorganizméw nalezacych do rodzaju Borrelia
o zsekwencjonowanych dotad genomach pozostaje
liniowy chromosom oraz szeroki zestaw pozachromo-
somowych replikondéw wsrdd ktorych zazwyczaj wigkszy
udzial majg plazmidy liniowe.

7. Kwestia ewolucji i wspolistnienia replikonow
genomu B. burgdorferii

Pomimo uptywu ponad 10 lat od poznania genomu
B. burgdorferi niezwykla jego struktura wcigz budzi
wiele emocji. Towarzysza one zwlaszcza zagadnieniom
powstania i wspdtwystepowania tak wielu, czgsto bardzo
podobnych do siebie, replikonow.

Liczne analizy molekularne wykazaly istnienie
w genomie pieciu genéw zwigzanych ze zdolnoscig
do przetrwania plazmidéw w komorce oraz ich repli-
kacja. Okazuje si¢, ze kazdy z pozachromosomowych
elementéw B. burgdorferi zawiera od jednego do czte-
rech z tych genéw. Ich produkty naleza do pieciu rodzin
paralogicznych (PF32, PF49, PF50, PF57, PF63). Sa
one utozsamiane z biatkami inicjujacymi replikacje
(PF57/ PF63), inne wykazuja homologie do ParA.
Dos$wiadczenia in vitro wykazaly tez, ze biatka te moga
oddzialywa¢ miedzy sobg. Do tej pory nie udalo sie
jednak ustali¢ mechanizméw rzadzacych rozdzialem
plazmidéw oraz samym procesem replikacji. Wydaje
sie, ze istnienie tylu replikonéw jest mozliwe dzigki
wystepowaniu bialek pelnigcych podobne funkcje jed-
nak wykazujacych stosunkowo odlegle podobienstwo
na poziomie sekwencji [18, 21].

Jak juz wczesniej wspominano analizy molekularne
wykazaly duze podobienstwo wiekszosci telomerow
replikonéw liniowych, a jednoczesnie zréznicowanie
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sekwencji w poblizu telomeréw wsréd plazmidéw pocho-
dzacych z réznych izolatéw B. burgdorferi. Niedawno
dowiedziono tez, ze resolwaza telomerdw jest zdolna do
tworzenia fuzji pomiedzy réznymi replikonami linio-
wymi, co umozliwia, w pewnych warunkach, zajscie
kolejnych zjawisk genetycznych (rekombinacje, dele-
cje). Wydaje sie, ze proces ten pelni kluczowg role jezeli
chodzi o ewolucje¢ replikonéw liniowych B. burgdorferi.

8. Podsumowanie

Wielkosci poznanych genomoéw bakterii patogen-
nych wahaja sie od 580 kpz u Mycoplasma genitalium
do 6300kpz u Pseudomonas aeruginosa. Wigkszos¢
bakterii patogennych charakteryzuje si¢ stosunkowo
matym genomem. Wynika to z przystosowania si¢ do
stabilnego i zasobnego w zrodlo wegla, energii i azotu
srodowiska, jakie stanowi dla nich organizm gospoda-
rza. Mikroorganizmy te zredukowaly swoj genom do
absolutnego niezbednego minimum. Jest to zwlaszcza
dobrze zauwazalne w przypadku gatunkéw bedacych
obligatoryjnymi patogenami [49, 76]. B. burgdorferi
prawdopodobnie pod tym wzgledem nie jest wyjat-
kiem. Tak niezwykle uorganizowany genom skfadajacy
sie z liniowego chromosomu, tak nieczesto spotykanego
u Bacteria, oraz bogatego zestawu plazmidéw o struktu-
rze zaréwno kolistej jak i liniowej wzbudza jednak duze
zainteresowanie i rodzi wiele pytan. Niestety wiekszos¢
z nich pozostaje wciaz bez odpowiedzi.

Do dzi$ nie jeste$my w stanie jednoznacznie stwier-
dzi¢ w jaki sposob chromosom Borrelia stal si¢ liniowy.
Wszystkie inne mikroorganizmy zaliczane do typu
Spirochaetes posiadaja chromosom kolisty, wiec taka
strukture musiat mie¢ tez przodek rodzaju Borrelia. Czy
linearyzacja chromosomu miata jakis cel czy byta po
prostu utrwalonym efektem ewolucji? Ten temat pozo-
stanie zapewne dla naukowcéw przez jeszcze jakis czas
zagadka. Istnieje natomiast hipoteza ukazujaca mozliwg
droge zmiany struktury chromosomu. Analizy moleku-
larne dowiodly mianowicie, Ze na telomerach chromo-
somu mikroorganizméw z rodzaju Borrelia wystepuja
charakterystyczne sekwencje o dltugosci 25 pz. Podobne
sekwencje odnaleziono u wirusa wywolujacego afrykan-
ska goraczke §win, nalezacego do rodziny Asfarviridae.
Okazalo si¢ ponadto, ze zawartos¢ par AT w genomie
tego wirusa jest bardzo podobna do zawarto$ci par AT
u Borrelia spp. Prawdopodobne jest, ze w przesztosci
doszlo do zdarzenia integracji genomu wirusa do chro-
mosomu przodka Borrelia. Fakt, ze wirus wywolujacy
afrykanska goraczke swin i Borrelia spp. s przenoszone
przez stawonogi zwigksza mozliwo$¢ zajscia tego zda-
rzenia genetycznego. Oczywiscie jest to tylko hipoteza.
W chromosomach Borrelia spp. nie stwierdzono obec-
noéci innego materiatu genetycznego pochodzacego od
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tego wirusa co oznaczaloby, gdyby ta hipoteza okazata
sie prawdziwa, ze w pdzniejszym czasie ulegt on delecji.
Druga hipoteza jest konwergencja, ktéra doprowadzita
do powstania podobnych struktur u dwdch niespokrew-
nionych bytow [13].

Kolejng cecha wyrdzniajaca B. burgdorferi sposrod
innych patogendw jest niezwykle pofragmentowany
genom skladajacy si¢ z co najmniej 20 plazmiddw.
Bakterie patogenne zawieraja zwykle nie wiecej niz
jeden pozachromosomowy replikon. Zawarte s3 na
nim gtéwnie geny zwigzane z czynnikami wirulencji.
Nie sg to geny niezbedne dla funkcjonowania bakterii
jednak moga zapewnic¢ im znaczng przewage w kontak-
cie z organizmem gospodarza, by zapewni¢ im wigksza
mobilno$¢ zostaly zlokalizowane na plazmidach. Prze-
cietna bakteria chorobotwdrcza odznacza si¢ stosun-
kowo prostym cyklem zyciowym ograniczonym zwykle
do jednego typu gospodarza, by¢ moze z tego wynika
tak maly zestaw pozachromosomowych replikondéw.

Nalezy pamietaé, ze B.burgdorferi odznacza si¢
bardziej skomplikowanym cyklem zyciowym, opar-
tym o gospodarza ssaczego oraz wektor pod postacia
stawonoga. Bakteria ta musi by¢ przystosowana do
zycia w $rodowisku o stalej temperaturze (ssak), jak
i w warunkach zmiennych (stawonog). Trzeba miec
réwniez na uwadze, ze kazdy z organizméw gospoda-
rza charakteryzuje si¢ odmiennym zestawem receptoréw
bedacych miejscem adhezji dla patogenu, wiec bakteria
powinna posiada¢ informacje genetyczna umozliwia-
jaca istnienie dwoch réznych drég sukcesji organizmu
gospodarza. Kolonizacja organizmu kleszcza jest moz-
liwa m.in. dzieki ekspresji biatek OspA i OspB, ktore
pelnia role adhezyn w jelicie kleszcza. Kiedy stawonog
odzywia si¢ krwig pod wplywem zmiany temperatur
oraz przyplywu substancji odzywczych dochodzi do
zmiany ekspresji genéw B. burgdorferi. W miejsce OspA
i OspB zaczyna by¢ produkowane OspC, ktore jest nie-
zbedne do zainfekowania myszy (gospodarza ssaczego).
Réwnoczesnie bakteria przemieszcza si¢ do $linianek
kleszcza by przedosta¢ sie do organizmu gospodarza.
Dalsze etapy kolonizacji s3 mozliwe dzieki catej gru-
pie bialek, ktore wigzg sie z specyficznie z receptorami
w ciele ssaka (np. biatka DbpA i DbpB z dekoryna czy
bialko RevA z fibronektyna). Aby stabilnie utrzymac si¢
w gospodarzu bakteria unika odpowiedzi uktadu odpor-
noéciowego poprzez dynamiczne zmiany antygendw
powierzchniowych (kasety vls) czy przez wigzanie si¢
lipoprotein Erp z czynnikiem H w surowicy co hamuje
uklad dopelniacza. Eksperymentalnie udowodniono,
ze do przezycia w ciele myszy niezbedny jest enzym,
kodowany przez gen pncA, zwigzany z syntezag NADu.
Istnieje tez szereg innych genow, ktore moga dawac
pewna przewage selekcyjng. Koduja one m.in. trans-
portery oligopeptydéw, chitobiozy czy poryny blony
zewnetrznej [69].
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Informacje te znajduja sie czgsto na osobnych plaz-

midach, co by¢ moze ma na celu ztagodzenie skutkow
utraty ktoregokolwiek z replikonéw. Analizujgc sekwen-
cje plazmidow B. burgdorferi mozna zauwazy¢, ze wiele
replikonéw jest ze soba powigzanych, gdyz wykazuja
duze wzajemne podobienstwo. Istniejg hipotezy suge-
rujace, ze wiele plazmidow powstato na skutek dupli-
kacji czy rearanzacji pewnych sekwencji. Utrzymywanie
w genomie tak podobnych sekwencji moze mie¢ na celu
zapewnienie pewnej zmiennos$ci pozwalajacej na unik-
niecie odpowiedzi ukladu immunologicznego gospoda-
rza. Jest to oczywiscie na razie tylko hipoteza, jednak
wcigz pozostaje pytanie czy do zapewnienia takiego
procesu potrzeba az tylu replikonow.
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