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Molecular interactions between Borrelia burgdorferi ticks and mammals

Abstract: Over the last decade, the incidence of tick-borne diseases has been rapidly increasing in Poland. Lyme disease cases are especially
frequent. They disease in caused by Borrelia burgdorferi spirochetes. The enzootic cycle of the Lyme disease pathogen involves both
a mammalian host and an Ixodes tick vector. B. burgdorferi enters the tick during its feeding on an infected vertebrate. To survive in the
vector and to enter the host, spirochetes utilize their lipoproteins anchored in the external bacterial membrane and tick-encoded proteins.
B. burgdorferi is so well adapted to the vector that it is also capable of employing tick strategies to more effectively infect mammalian hosts.

Tick-Borrelia interaction is a very interesting and complex example of parasitism. Better understanding of the mechanisms
underlying this phenomenon is indispensable for the development effective strategies of Lyme disease prophylactics and treatment.
Here, we describe how B. burgdorferi alters gene expression depending on the tick or vertebrate environment. We also characterize the
key bacterial and vector proteins necessary for spirochete for effective colonization of the tick.
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1. Wprowadzenie

Kleszcze to pasozyty zewnetrzne, zywigce sie krwig
wielu gatunkow kregowcow. Podczas zerowania klesz-
cze moga wprowadzi¢ do organizmu gospodarza rézne
czynniki chorobotworcze (bakterie, wirusy, pierwot-
niaki) wywolujace zoonozy np.: borelioze, odkleszczowe
zapalenie mozgu, tularemie, ehrlichioze, babeszjoze,
czy mykoplazmoze. W ciggu ostatniej dekady nastapit
w Polsce gwaltowny wzrost zapadalnosci na choroby
odkleszczowe, a szczegolnie na borelioze wywolywang
przez kretki Borrelia burgdorferi sensu lato (s. 1.). Kraze-
nie B. burgdorferi s. . w srodowisku naturalnym zalezy
od obecnosci wilasciwych wektoréw oraz nosicieli.
W Polsce wektorem przenoszacym B. burgdorferis. I. s3
kleszcze z rodzaju Ixodes. W niektérych rejonach Polski
do 50% kleszczy moze by¢ zakazonych B. burgdorferi
s.1.[10, 11, 46].

Zachodzace w Europie zmiany klimatyczne i zwia-
zane z nimi cieplejsze zimy oraz goretsze i wilgotniejsze
lata sg jedna z przyczyn cigglego poszerzania obszarow
zasiedlanych przez kleszcze i zwigkszania ich liczeb-
nosci. Jako inne przyczyny wzrostu zapadalnosci na
borelioze wymienia si¢ rozwdj turystyki na terenach
lesnych oraz obserwowany w ostatnich latach wzrost
populacji dzikich zwierzat. Rozpatrujac ztozonos¢ eko-

logicznych i epidemiologicznych uwarunkowan takich
chordb jak borelioza, czy kleszczowe zapalenie mdzgu,
trudno jest jednoznacznie wskaza¢ gléwna przyczyne
ich rozprzestrzeniania. W zwiazku ze wzrastajacg liczbg
zakazen kretkami B. burgdorferi s. I., takze wérdd ludzi,
problem powstrzymania dalszej ekspansji tego groznego
patogenu staje si¢ coraz bardziej naglacy. Stworzenie
skutecznych strategii profilaktyki i terapii boreliozy
wymaga jednak lepszego poznania mechanizméw mole-
kularnych proceséw zachodzacych podczas oddzialy-
wan bakterii, kleszcza i jego gospodarza [5].

2. Borrelia burgdorferi - podstawowe informacje

Kretki z rodzaju Borrelia to Gram-ujemne bakterie
o $rednicy 0,3-0,5um i dlugosci 20-30 pm. Obecnie
znanych jest wiele gatunkdw nalezgcych do tego rodzaju
(B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. afzelii, B. bisset-
tii, B. spielmanii, B. lusitaniae i B. valaisiana). W Europie
gatunki B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. afzelii
traktowane sg jako jeden czynnik chorobotwodrczy nazy-
wany B. burgdorferi sensu lato (s.1.) [16].

Kretki B. burgdorferi sa przenoszone na ludzi glow-
nie przez kleszcze z rodzaju Ixodes. W Europie i Azji sa
to gatunki: Ixodes ricinus oraz I. persulcatus, w Ameryce
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Péinocnej: I scapularis, a takze I. pacificus. W Polsce
wektorem przenoszacym B. burgdorferi s. . jest L rici-
nus. Kretki wystepuja takze u innych gatunkow klesz-
czy, pewnych gatunkéw pchet, much i komaréw [36].
Wydaje si¢ jednak, ze te bezkregowce nie przenosza ich
na ludzi. Najwigkszy rezerwuar bakterii B. burgdorferi
s. . stanowig drobne gryzonie, nieco mniejszy duze ssaki
oraz ptaki [16, 46, 51]. Ludzie oraz zwierzeta domowe,
u ktérych rozwija si¢ borelioza, sg dla kretka przypad-
kowymi gospodarzami. Mimo iz wszystkie trzy stadia
rozwojowe kleszczy moga zywic sie krwig cztowieka, do
zakazen ludzi najczesciej dochodzi w wyniku kontaktu
z nimfami, ktdre s3 malymi i trudnymi do zauwazenia,
a przy tym najbardziej agresywnymi formami rozwojo-
wymi kleszczy [10, 11, 46].

B. burgdorferi s. I. najcze$ciej zasiedla kleszcze w sta-
dium larwy lub nimfy, podczas ich Zerowania na zaka-
zonym kretkiem kregowcu. Bakteria nie przedostaje sie
z dorostej samicy kleszcza na sktadane przez nig jaja.
Kolejne generacje roztoczy sg wigc zakazane de novo.
Naturalny rezerwuar B. burgdorferi stanowia zwierzeta
bedace kompetentnymi gospodarzami kretka. Do grupy
tej nalezg drobne ssaki oraz ptaki, u ktoérych stosun-
kowo fatwo dochodzi do niegroznych acz dlugotrwatych
infekcji [37]. Doroste kleszcze nie odgrywaja znacza-
cej roli w krazeniu B. burgdorferi w przyrodzie, ponie-
waz zywia sie krwig wigkszych ssakéw, ktore nie sg dla
bakterii kompetentnym gospodarzem. Niemniej jed-
nak, duze ssaki s wazne dla podtrzymania liczebnosci
kleszczy, poniewaz na ich ciele najczesciej dochodzi do
kopulacji kleszczy [37].

Poznany w 1997 roku genom szczepu B31 B. burg-
dorferi, zawiera ponad 1750 genéw umiejscowionych na
liniowym chromosomie (910kpz) oraz 21 plazmidach
(w sumie ich dltugo$¢ wynosi okoto 610 kpz) - 12 linio-
wych (Ip - linear plasmid) i 9 kolistych (cp - circular
plasmid). Az 40% informacji genetycznej zakodowana
jest w DNA pozachromosomalnym [19]. Badania z uzy-
ciem mikromacierzy sugerujg, ze geny umiejscowione
w plazmidach, w wigkszym stopniu niz geny chromoso-
malne, s3 zaangazowane w odpowiedZ na zmieniajace si¢
warunki zewnetrzne [6]. Genom B. burgdorferi koduje
okoto 130 lipoprotein — najwiecej sposrod znanych geno-
mow bakteryjnych. Wiekszo$¢ z nich stanowig biatka
powierzchniowe, ktére biora udzial w réznorodnych
oddziatywaniach pomiedzy bakterig a gospodarzem
oraz pomiedzy bakterig i wektorem. Duza réznorod-
no$¢ plazmidow, w zaleznosci od szczepu i lokalizacji
geograficznej stanowi podstawe klasyfikacji bakterii.
Znaczna czg$¢ zawartych w plazmidach genéw koduje
biatka nieposiadajace homologéw u innych organizmdw.
Prawdopodobnie biatka te decyduja o wirulencji pato-
genu. Utrata wiekszosci plazmidéw nie wywiera wptywu
na propagacje bakterii w hodowli, jednak uniemozli-
wia infekowanie zwierzat laboratoryjnych. Znaczny

polimorfizm pozagenomowego DNA sprawia, iz fatwo
dochodzi do zmian antygenéw bakterii, co w duzym
stopniu utrudnia diagnostyke i profilaktyke boreliozy.

W materiale genetycznym B. burgdorferi nie ziden-
tyfikowano genéw kodujacych jakiekolwiek znane tok-
syny, czy tez czynniki potrzebne do ich sekrecji. Uwaza
sie zatem, ze uszkodzenia tkanek zwigzane z rozwojem
boreliozy sg efektem reakeji zapalnej wywolanej przez
organizm gospodarza [50].

B. burgdorferi jest obligatoryjnym pasozytem. W zwigz-
ku z tym jej ewolucja, oraz cykl zyciowy sa $cisle powia-
zane z ewolucja i sposobem funkcjonowania wektora
(bezkregowca) oraz zywiciela (kregowca). Przebywanie
B. burgdorferi w skrajnie réznych warunkach wystepuja-
cych w organizmach gospodarza oraz wektora wymaga
odpowiedniego przystosowania poprzez zmiane pro-
filu ekspresji genow (32). Transkrypcja wielu genodw,
kodujacych biatka niezbedne podczas migracji bak-
terii pomiedzy wektorem i gospodarzem oraz podczas
infekcji kregowcow, regulowana jest przez alternatywne
czynniki transkrypcyjne Rrp2, RpoN i RpoS. Powsta-
wanie czynnika RpoS kontrolowane jest przez czynnik
RpoN (znany réwniez jako 0° oraz NtrA) wigzacy si¢
do polimerazy RNA [43]. Transkrypcja rpoS wymaga
przylaczenia kompleksu bialkowego w rejonie znajdu-
jacym sie przed promotorem rpoS. W sklad tego kom-
pleksu, oprécz RpoN, wchodzi ufosforylowane biatko
Rrp2 (Response regulatory protein 2) oraz czynnik BosR
(Borrelia oxidative stress regulator; znany rowniez jako
Fur) [22, 35]. Ekspresja rpoS jest regulowana potran-
skrypcyjnie przez krotkie RNA DsrA [28], chaperon
RNA - Hfq [27] oraz wigzgce RNA biatko CsrA [23].
Ekspresje wielu gendéw niezbednych do kolonizacji wek-
tora uruchamia system ztozony z kinazy histydynowe;j
Hk1 (Histidine kinase 1) oraz biatka Rrpl. Hk1 i Rrpl
kontroluja produkcje czgsteczki sygnalnej cyklicznego
di-GMP. Nukleotyd ten uczestniczy w modulacji ekspre-
sji gendw, ktorych produkty utatwiajg adaptacje bakterii
do warunkdéw panujacych w przewodzie pokarmowym
zerujacego kleszcza. W przeciwienstwie do Sciezki Rrp2/
RpoN/RpoS uruchamianej tylko przez bakterie znajdu-
jace sie w ssacej krew nimfie kleszcza, $ciezka zalezna
od HkI i Rrp1 funkcjonuje zaréwno w jelicie zerujacej
larwy jak i nimfy [7].

Sciezka Rrp2/RpoN/RpoS jest w pelni aktywna takze
w poczatkowym stadium infekcji gospodarza przez
B. burgdorferi. Uruchamia ona ekspresje genéw umoz-
liwiajacych przetrwanie bakterii w nowym $rodowisku
oraz tlumi ekspresje genow, ktdre byly potrzebne do
przezycia B. burgdorferi w kleszczu. Kretki rozprzestrze-
niajg si¢ w organizmie gospodarza, ktéry w ten sposéb
staje si¢ swoistym rezerwuarem bakterii. B. burgdorferi
moze nastepnie infekowac larwy, nimfy i formy doroste
kleszcza. Larwa moze zosta¢ zainfekowana juz podczas
jej pierwszego zerowania. W momencie, gdy pasozyt
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jest juz syty, $ciezka Rrp2/RpoN/RpoS przestaje by¢
aktywna, a uruchamiana jest ekspresja genow fazy klesz-
czowej (m.in. OspA, ktdrego transkrypcja jest bloko-
wana przez RpoS) [43]. Jednoczesnie, aktywowana jest
$ciezka Hk1/Rrpl, ktora jest niezbedna do kolonizacji
jelita larwy [7]. Po przeobrazeniu si¢ larwy w nimfe,
kretki narazone s na dlugotrwaty gléd. W tym okresie
$ciezki Rrp2/RpoN/RpoS oraz Hk1/Rrp1 s3 nieaktywne.
Ponownie uruchomiona jest ekspresja genow fazy klesz-
czowej. Rozpoczecie zerowania przez nimfe kolejny raz
aktywuje $ciezke Rrp2/RpoN/RpoS, co pociaga za sobg
transkrypcje genoéw niezbednych do zainfekowania
kregowca i jednoczes$nie stopniowe tlumienie genéw
fazy kleszczowej [37, 43]. Oprocz tego, dwusktadni-
kowy ukfad Hk1/Rrpl uruchamia transkrypcje genow,
ktérych rodukty pozwalajg kretkowi unikng¢ antybak-
teryjnej odpowiedzi ze strony kleszcza [24].

3. Kleszcz jako pasozyt

Kleszcze naleza do gromady pajeczakéw, podgro-
mady roztoczy i sg pasozytami zewnetrznymi gtéwnie
kregowcoéw. W Europie najczesciej spotykane sa klesz-
cze z gatunku Ixodes ricinus (kleszcz pospolity). Wyste-
PUja one na terenie lasow liSciastych oraz mieszanych.
Pomiedzy okresami zerowania kleszcze narazone s na
wysychanie i dlatego przemieszczaja sie do warstwy
podsciotki. Liczebnos¢ populacji I ricinus ulega zna-
czacemu obnizeniu, kiedy okres ich aktywnosci zbiega
sie z okresem niskiej zawartos$ci wody w atmosferze [35].

Dlugos¢ poszczegolnych faz cyklu zyciowego klesz-
cza zalezy od warunkéw $rodowiskowych oraz dostep-
nosci zywicieli. Kleszcze zeruja na ponad 300 gatunkach
kregowcow. We wszystkich stadiach rozwojowych zywia
sie one krwig gospodarza przez kilka kolejnych dni.
Jedynie doroste samce zeruja bardzo krétko i wypijaja
niewielka ilo$¢ krwi. Larwy pija krew przez 2 do 4 dni,
nimfy 4-6 dni, natomiast samice 6-10 dni. Po zakon-
czeniu zerowania posta¢ niedojrzata przeksztalca sie
w kolejna forme rozwojowa. W pelni dojrzale samice po
zerowaniu sktadajg jaja, a nastepnie umierajg. Z jaj roz-
wijaja sie larwy, a z nich powstaja nimfy, ktére nastepnie
przeobrazajg si¢ w postac¢ dorosta. Caly cykl rozwojowy
trwa zazwyczaj 2 do 3 lat. W skrajnych przypadkach,
kleszcze moga przetrwaé w swoim siedlisku nawet do
kilku lat. Aby znalez¢ zywiciela, kleszcz wspina sie na
roéliny i oczekuje na bodzce mechaniczne oraz che-
miczne, wytwarzane przez gospodarza, po czym spada
na ofiare [35]. W Europie Srodkowej okres aktywnosci
kleszczy rozpoczyna si¢ w marcu i trwa do korca paz-
dziernika. Jednak najwyzszg aktywno$¢ L. ricinus wyka-
zuje wczesng wiosng oraz wczesng jesienia [17].

Ze wzgledu na swoj pasozytniczy tryb zycia kleszcze
wyksztalcity zdolnos¢ do pokonywania réznorodnych

barier zabezpieczajacych organizm gospodarza. W tym
celu wytwarzaja one szereg bialek, ktére szczegdlnie
obficie wystepuja w §linie tego roztocza. Zidentyfiko-
wano w niej zaréwno liczne czynniki przeciwzakrze-
powe, jak i rozkurczajace naczynia krwionosne, sub-
stancje przeciwzapalne oraz immunomodulujace [49].

4. Kolonizacja kleszcza przez B. burgdorferi

Do kolonizacji kleszcza przez B. burgdorferi dojs¢
moze podczas jego zerowania na zakazonym kregowcu.
W procesie tym uczestniczg powierzchniowe biatka bak-
terii, miedzy innymi lipoproteina OspA, ktéra oddzia-
tuje z receptorem TROSPA (tick receptor for OspA) obec-
nym na powierzchni komoérek nabtonka jelita kleszcza,
oraz lipoproteina OspB, ktdrej receptor nie jest znany.
Geny ospA oraz ospB umiejscowione s3 w pozageno-
mowym DNA kretka, a ich ekspresje indukujg blizej
niezidentyfikowane czynniki uwalniane przez klesz-
cza, badz gospodarza podczas ukaszenia. W regulacji
ekspresji obu genow uczestnicza alternatywne czynniki
transkrypcyjne RpoN/RpoS. Obydwa bialka powstaja
w procesie transkrypcji operonu ospAB [1]. Uzyskane
metodg rekombinacji DNA biatka OspA i OspB wigza
sie specyficznie z tkanka pochodzacg z jelita kleszcza, co
potwierdza ich udziat w kolonizacji kleszcza przez bak-
terie. Podczas zerowania kleszcza na myszach, ktére byty
wczesniej immunizowane antygenami OspA, a nastep-
nie zakazone B. burgdorferi, nie obserwowano wigza-
nia kretkéw do nablonka jelitowego roztocza. Mutanty
pozbawione operonu ospAB infekuja myszy w takim
samym stopniu jak typ dziki, nie s3 jednak w stanie
skolonizowac¢ kleszcza, ani w nim przetrwa¢ [54]. Wpro-
wadzenie mutacji w genie ospB szczepu B31 B. burgdor-
feri, przy zachowaniu funkcjonalnego ospA, rowniez
ogranicza zdolno$¢ infekowania oraz przezywalnos¢
B. burgdorferi w kleszczu [30]. Analiza in vivo trans-
kryptomu B. burgdorferi wykazala, ze podczas trans-
feru bakterii z zainfekowanych myszy do zerujacego
kleszcza nastepuje wzmozona ekspresja genu bb0365
kodujacego lipoproteine La7 [20]. Mutanty pozbawione
genu bb0365 zakazaja myszy w takim samym stopniu
jak typ dziki, jednakze majg znaczaco obnizong prze-
zywalno$¢ w organizmie kleszcza. Nie zaobserwowano
wzmozonej ekspresji bb0365 w zadnej z kolonii bakte-
ryjnych wyizolowanych z réznych tkanek mysich [32].
Ponadto, wykazano, ze u pacjentéw zakazonych bore-
liozg immunoglobuliny skierowane przeciwko BB0365
sa stabo wykrywalne w testach ELISA [40].

Gdy B. burgdorferi znajdzie sie w jelicie kleszcza,
musi unikng¢ strawienia oraz neutralizacji przez sys-
tem immunologiczny roztocza. Pomimo, iz trawienie
u kleszcza zachodzi wewnatrzkomérkowo, a proteazy
nie sa obecne w $wietle jelita, produkty pochodzace
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z degradacji hemoglobiny posiadaja wlasciwosci prze-
ciwbakteryjne. Ponadto, znaleziono u kleszcza gen
kodujacy biatko defensyno-podobne, ktéry ulega wzmo-
zonej ekspresji po infekcji jelita przez kretki boreliozy.
Nie jest jednak znany sposob, w jaki bakteria omija ten
rodzaj odpowiedzi immunologicznej [35].

Po nasyceniu si¢ krwig gospodarza niedojrzala forma
kleszcza przechodzi przeobrazenie w kolejng forme roz-
wojowa. Jest to proces diugotrwaly, podczas ktdérego
brakuje dostepu do substancji odzywczych. Aby prze-
trwac ten okres, Borrelia uruchamia produkcje odpo-
wiednich bialek. Jednym z nich jest biatko Dps-podobne
(DNA-binding protein from starved bacteria), bedace
ortologiem bakterioferrytyny. Bialko to zostalo pier-
wotnie zidentyfikowane w komorkach Escherichia coli
poddanych diugotrwatemu glodzeniu. Stwierdzono,
ze jego homologi wystepuja u wielu réznych gatun-
kéw bakterii. Badania strukturalne wykazaly, ze biatka
Dps tworza dodekamery wykazujace powinowactwo
do jonoéw zelaza oraz DNA. Wigzanie zelaza mogloby
zapobiegac reakcji Fentona, w ktorej powstaja reaktywne
formy tlenu. U B. burgdorferi homolog Dps powstaje
jako produkt ekspresji genu chromosomalnego bb0690.
Wykazano, ze biatko typu Dps umozliwia B. burgdorferi
przetrwanie w jelitach kleszcza diugotrwalych okresow
glodu [26]. W przeciwienstwie do biatka pochodzacego
z E. coli, rekombinowane Dps z B. burgdorferi nie wigze
sie z DNA, ani nie chroni jego struktury przed uszko-
dzeniami oksydacyjnymi w testach in vitro. Istnieje jed-
nak szereg homologéw Dps, ktére chroniag DNA w inny
sposob niz biatko pochodzace od E. coli. Bacillus brevis
syntetyzuje Dps, w ktérym nie wystepuje N-koncowa
domena wigzaca DNA, a chromosom bakteryjny jest
najprawdopodobniej upakowany pomiedzy tworzace
wielowarstwowa strukture dodekamery [41]. By¢ moze
B. burgdorferi chroni swo6j material genetyczny upako-
wujac go przy pomocy bogatego w cysteiny, C-korco-
wego odcinka biatka Dps [26]. Inne biatko ulatwiajace
B. burgdorferi przetrwanie w organizmie kleszcza to
lipoproteina powierzchniowa BptA (Borrelia persistence
in tick protein A). Powstaje ona jako produkt ekspresji
genu bbel6 znajdujacego si¢ na plazmidzie 1p25. Larwy
kleszcza zakazone kretkami B. burgdorferi z wyciszonym
bptA, po przeobrazeniu do stadium nimfy, zawieraty
znaczaco mniejszg ilo$¢ bakterii w poréwnaniu z kret-
kami typu dzikiego. BptA wykazuje wysoka konserwa-
tywno$¢ (powyzej 88% podobienstwa oraz ponad 74%
identycznosci na poziomie aminokwasowym) w obrebie
szczepOw B. burgdorferis. I. [42].

Po wyczerpaniu glukozy w jelicie kleszcza, B. burg-
dorferi musi przestawic si¢ na alternatywne zrodta wegla
potrzebne do glikolizy i syntezy fosfolipidéow. U kret-
kéw dochodzi wéwczas do wzmozonej ekspresji genow
z operonu glp, ktory koduje biatka odpowiedzialne za
przechwytywanie i wykorzystanie czasteczek glicerolu

wytwarzanych przez kleszcza w czasie zimy. W akty-
wagcji operonu glp uczestniczg czynniki transkrypcyjne
Hk1/Rrpl, natomiast wylaczenie glp zachodzi pod wply-
wem czynnika RpoS [37].

Ponowne pobranie pokarmu przez kleszcza diame-
tralnie zmienia panujgce w jelicie warunki. Bakterie
odczytuja te zmiang jako sygnal, iz pojawita si¢ moz-
liwos¢ zasiedlenia kolejnego gospodarza. W rezultacie
uruchamiajg ekspresje odpowiedniej puli genéw. Przez
pierwsze 36 godzin zerowania kretki pozostajg w jelicie
dzieki oddzialywaniu OspA-TROSPA. Po 72 godzinach
obserwuje si¢ wykladniczy wzrost populacji B. burg-
dorferi oraz jej rozproszenie w obrebie tkanki jelita [33,
47]. Czgsé¢ kretkow przechodzi wtedy przez komorki
nablonka do hemocelu, skad wedruje dalej do gru-
czotéw Slinowych kleszcza. Migracja kretkow nie jest
dobrze poznanym procesem. Mogg ja wspomagac inte-
rakcje pomiedzy biatkami powierzchniowymi bakterii
i czynnikami produkowanymi przez kleszcza. Postu-
lowane jest miedzy innymi oddziatywanie powierzch-
niowej lipoproteiny kretka BBE31 z biatkiem TRE31
wydzielanym przez nablonek jelita podczas zerowania
kleszcza [55] oraz wigzanie plazminogenu z OspA [12].
Kolejnym bardzo istotnym bialkiem pojawiajacym sie
na powierzchni kretka na tym etapie jego cyklu zycio-
wego jest lipoproteina OspC. Gen kodujacy OspC sta-
nowi fragment kolistego plazmidu cp26, ktory wystepuje
u wiekszosci szczepdw B. burgdorferi [8]. Za regulacje
ekspresji tego genu odpowiedzialne sg czynniki trans-
krypcyjne RpoN/S. OspC Iaczy si¢ z wystepujacym w sli-
nie kleszcza biatkiem Salp15 [2] w rezultacie dochodzi
do oplaszczenia kretkow przez to biatko. Rola, jaka pelni
OspC w oddzialywaniach bakteria-kleszcz, nie jest do
konca jasna. Istnieja przestanki wskazujace, ze OspC jest
potrzebne kretkowi do przemieszczenia sie z jelita klesz-
cza do jego gruczoldw slinowych [34]. Knock-out genu
ospC powoduje, ze B. burgdorferi nie jest w stanie zain-
fekowac ssaka. Efekt ten jest obserwowany zaréwno, gdy
zakazenie nastgpuje w wyniku ukgszenia przez kleszcza
jak i gdy bakteria wprowadzona zostaje za pomoca igty.
Na tej podstawie mozna sadzi¢, ze biatko to jest nie-
zbedne do rozwoju infekcji w organizmie gospodarza
[21, 48]. Réwnocze$nie wykazano, Ze mutanty B. burg-
dorferi, z wytaczonym genem ospC oraz podwyzszona
ekspresja jednego z gendw kodujacych pozostate biatka
powierzchniowe (OspA, OspE, VIsE i DbpA) byly w sta-
nie zasiedli¢ organizm myszy. Okazuje si¢ wigc, ze inne
lipoproteiny powierzchniowe kretka sg w stanie przejaé
funkcje OspC pod warunkiem, Ze wystepuja obficie na
powierzchni zewnetrznej blony komoérkowej bakterii
[53]. Lipoproteina BB0323 to kolejne biatko wystepu-
jace w blonie komorkowej B. burgdorferi. Wykazano, ze
jest ono niezbedne dla przetrwania bakterii w wektorze
oraz transferu patogenu z kleszcza do organizmu gospo-
darza. Produkcja bakteryjnego biatka BB0323 wzrasta,
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gdy zakazony B. burgdorferi kleszcz pobiera krew z orga-
nizmu gospodarza. Mutanty pozbawione bb0323 nie sg
w stanie zainfekowac kleszczy, ani myszy. Sg one elimi-
nowane w ciggu kilku pierwszych dni infekeji, zar6wno
u kleszczy, immunokompetentnych myszy, jak i u myszy
z zespolem ciezkiego skojarzonego niedoboru odpor-
nosci. Wykazano réwniez, ze zniesienie mutacji bb0323,
poprzez tzw. komplementacje chromosomalng, powo-
duje w znacznym stopniu odzyskanie wirulencji i przy-
wraca bakteriom zdolno$¢ przetrwania w organizmie
myszy oraz kleszcza [55].

Lipoproteina BBA07 stanowi kolejny przyktad biatka,
ktdre ulega zwigkszonej produkeji podczas zerowania
nimfy oraz odgrywa istotng role w przeptywie B. burg-
dorferi z kleszcza do ssaka [52]. U kretkéw hodowanych
w temperaturze 37°C i obnizonym pH (pH 6,8), czyli
w warunkach podobnych do tych panujacych w jelicie
odzywiajacego sie kleszcza, ekspresja bba07 wzrasta
ponad 10-krotnie w poréwnaniu do kontroli (23°C,
pH 7,5). Analizy z uzyciem mikromacierzy wykazaty,
ze ekspresja bba07, obok 100 innych genéw wirulencji
(m.in. ospA, ospC), znajduje si¢ pod kontrola $ciezki
Rrp2/RpoN/RpoS [43]. Stwierdzono, Ze mutacje rrp2,
rpoN lub rpoS powodowaly nawet 138-krotny spadek
ilosci transkryptu bba07 [4, 6, 19]. Mutanty pozbawione
BBAO7, pomimo, ze sg w stanie infekowa¢ myszy po
inokulacji za pomoca igly oraz przezywaja w klesz-
czu, nie s3 zdolne do przedostania si¢ do organizmu
ssaka poprzez ugryzienie przez kleszcza. Natomiast
po komplementacji mutantéw za pomoca kopii genu
bba07, pochodzacej od typu dzikiego, nastepuje czes-
ciowe odwrdcenie tego defektu. Mechanizm dzialania
BBAO7 nie zostal jak dotad poznany, wiadomo jednak,
iz biatko to ulatwia przeptyw B. burgdorferi z wektora
do gospodarza [52].

6. Bialka kleszcza wykorzystywane przez B. burgdor-
feri podczas zakazania organizmu gospodarza

W wyniku koewolucji pomiedzy kleszczem a B. burg-
dorferi uksztaltowal si¢ niezwykle specyficzny system
oddzialywan. Z jednej strony umozliwia on efektywna
kolonizacje wektora przez bakterie, z drugiej ufatwia
transfer bakterii z kleszcza do gospodarza. Kleszcze,
jako pasozyty, niemal do perfekcji doprowadzity zdol-
nos¢ przelamywania systemu obronnego gospodarza,
kretki tymczasem nauczyly sie jak zdolnosci te wyko-
rzystywac do wlasnych celow.

W dlinie kleszczy obficie wystepuja czynniki o dzia-
taniu przeciwzakrzepowym rozkurczajagcym naczynia
krwiono$éne, przeciwzapalnym oraz immunomodulujg-
cym [49]. Agregacja plytek krwi prowadzaca do utwo-
rzenia skrzepu stanowi jeden z krytycznych mechaniz-
moéw utrzymujacych hemostaze naczyn krwionosnych.

Za inicjacje procesu krzepnigcia odpowiedzialne sa
trombocyty. W wyniku ich aktywacji uwalniane s3
liczne czynniki biatkowe i niebialkowe niezbedne do
powstania skrzepu, m.in. ADP, serotonina, kolagen,
trombina, czynnik PAF (platelet-activating factor) oraz
tromboksan A2. W ekstrakcie pochodzacym z gruczo-
toéw dlinowych kleszcza zidentyfikowano wiele inhibito-
row przeciwdzialajacych agregacji trombocytow in vitro.
Naleza do nich m.in. apyraza, czyli enzym hydrolizujacy
ADP i ATP, a takze prostacyklina PGI, oraz dezinte-
gryny zapobiegajace wigzaniu si¢ fibrynogenu z plyt-
kami krwi. Inne antykoagulanty wystepujace w $linie
kleszcza to inhibitory proteaz typu Kunitza, biatka Salp9
i Salp14 pochodzace z I. scapularis oraz zwigzki wigzace
trombine i czynnik Xa. Dodatkowo u Haemaphysalis
longicornis, nalezacego do rodziny kleszczy twardych,
odkryto bialko bedace silnym inhibitorem procesu
angiogenezy [18]. Substancje te z pewnoscig w sposéb
posredni ulatwiajg przenoszonym przez kleszcza drob-
noustrojom inwazj¢ organizmu kregowrca.

System odpornosciowy gospodarza stanowi kolejna
bariere, ktérg musza pokonac nie tylko kleszcze, lecz
i kretki. W odpowiedzi na uszkodzenie skory oraz obec-
no$¢ antygenow organizm kregowca produkuje miedzy
innymi cytokiny oraz biatka nalezace do uktadu dopel-
niacza. Stwierdzono, ze kleszcze z rodziny obrzezko-
watych wytwarzaja lipokaline, ktdra jest inhibitorem
konwertazy C5, dzigki czemu blokuje zaréwno kla-
syczng, jak i alternatywng droge aktywacji dopelniacza
[31]. Dowiedziono, ze lina I. scapularis hamuje dziata-
nie neutrofiléw oraz dezaktywuje anafilatoksyny [18].
Wykazano, ze ekstrakt gruczoléw slinowych kleszcza
hamuje wydzielanie przez makrofagi oraz komorki
dendrytyczne cytokin wywolujacych zapalenie (IL-1,
IL-12 i TNF-a) [9, 38]. Podobne dzialanie sliny klesz-
cza, czyli blokowanie produkgji IL-2 i TNF-y obserwo-
wano w przypadku limfocytéw [18]. U I ricinus opisano
biatko Iris (I ricinus immunosuppressor), ktore takze
hamuje produkecje cytokin prozapalnych [25]. Jednym
z bialek kleszczowych blokujacych dopetniacz, a wyko-
rzystywanych przez B. burgdorferi, jest Salp20. Homolo-
giczne biatka IRACI1IRAC II, hamujgce alternatywna
$ciezke ludzkiego dopelniacza odkryto u I ricinus [13,
14]. W testach in vitro wykazano, ze Salp20 zapobiega
lizie wrazliwych na serum szczepdw B. burgdorferi. Moz-
liwe jest zatem, ze bialko to chroni bakterie przed dopet-
niaczem, nie tylko w trakcie jej transferu z gospodarza
do wektora, ale takze we krwi juz pobranej i znajdujacej
sie w jelicie kleszcza [35]. Inne bialko I. ricinus, Salp15,
blokuje produkcje IL-2, przez co uniemozliwia aktywa-
cje limfocytow T CD4. Bialko to oddzialuje z opisang
wczesniej lipoproteing powierzchniowa B. burgdorferi
OspC. Dzigki temu oddziatywaniu bakterie moga bez
przeszkéd wnika¢ do organizmu zywiciela, gdyz na
ich powierzchni tworzy si¢ ochronny plaszcz z biatka
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Salp15, ktéry chroni je przed przeciwciatami rozpo-
znajacymi bialko OspC. Co wiecej, zachodzace oddzia-
tywanie pomiedzy OspC i Salp15 moze by¢ korzystne
rowniez dla kleszcza. Wykazano bowiem, ze B. burg-
dorferi indukuje powstawanie wigkszych ilo$ci biatka
Salp15, dzigki czemu skuteczniej blokowany jest uktadu
odpornosciowy. W konsekwencji kleszcz posiada lep-
sze warunki do zerowania [39]. Kolejne biatko wytwa-
rzane w $liniankach i jelicie kleszcza, Salp25D, jest
homologiem peroksyredoksyn i nalezy do rodziny tio-
redoksyno-zaleznych peroksydaz [29]. Biatka tego typu
wystepuja powszechnie u organizmoéw zywych i odpo-
wiedzialne s3 za enzymatyczng dezaktywacje m.in.
nadtlenku wodoru. Wykazano, ze Salp25D skutecznie
wymiata wolne rodniki tlenowe produkowane przez
zaktywowane neutrofile, chronigc w ten sposdb B. burg-
dorferi przed stresem oksydacyjnym [15]. Wyciszenie
ekspresji Salp25D w §liniankach kleszcza znaczaco redu-
kuje liczbe kretkéw w roztoczach po tym, jak spozyly
one krew myszy zainfekowanych B. burgdorferi. Bada-
nia myszy immunizowanych Salp25D i zainfekowanych
kretkiem wykazaly, Ze immunoglobuliny skierowane
przeciwko Salp25D blokujg naptyw kretkéw do klesz-
czy. Ciekawym wydaje si¢ rowniez fakt, iz wyciszenie
salp25D w §liniankach hamuje przeplyw B. burgdorferi
do kleszcza, podczas gdy wyciszenie tego genu w jelicie
nie wywoluje analogicznego efektu. Wynik powyzszego
doswiadczenia sugeruje, ze Salp25D odgrywa istotna
role w miejscu ukaszenia przez kleszcza [29].
Powstrzymanie u gospodarza reakcji wywolujacej
bdl i swedzenie moze by¢ jednym z istotnych czynni-
kow decydujgcych o powodzeniu strategii pasozytniczej
kleszcza. Jednym z pierwszych mediatoréw boélu jest
ATP uwalniany z uszkodzonych komoérek. Wykazano, ze
$lina kleszczy zawiera enzymy degradujace ATP. Obok
ATP, bradykinina jest kolejnym zwigzkiem posredni-
czacym w wywolywaniu poczucia bélu. Dowiedziono,
ze bradykinina jest degradowana przez wystepujaca
w §linie kleszcza kininaze [18]. Serotonina i histamina
uwalniane przez trombocyty i komoérki tuczne réw-
niez indukuja powstawanie bolu, a takze zwigkszaja
przepuszczalno$¢ naczyn krwionosnych. U kleszczy
z rodzaju Dermacentor wykryto biatko SHBP (serotonine
and histamine binding protein) wigzace obydwa wyzej
wymienione zwiazki [44]. Efekt wazodylatacji, czyli roz-
kurczu mieé$ni gladkich w §cianie naczyn krwiono$nych,
umozliwia kleszczowi efektywniejsze ssanie krwi. W li-
nie kleszcza znaleziono prostaglandyny PGE, i PGF,,
ktére dzialajg jak substancje wazodylatacyjne [45].
Dodatkowo, zwigzki te podnosza ci$nienie krwi w kapi-
larach, co w polaczeniu z wigksza przepuszczalnoscia
naczyn skutkuje intensywniejszym naptywem krwi do
tkanki w miejscu ugryzienia [18]. Nie odkryto do tej
pory czynnikow bakteryjnych uwiktanych w bezposred-
nie oddzialywania z ta grupa bialek kleszcza, jednak

dzialanie czynnikéw tagodzacych bél czy wazodylatacyj-
nych z pewnoscig wptywa korzystnie na proces infekeji
kregowca przez B. burgdorferi.

6. Podsumowanie

Oddzialywania pomiedzy kretkami B. burgdorferi,
kleszczami i kregowcami stanowig niezwykle intere-
sujacy i skomplikowany przyklad wzajemnego dopa-
sowania pomiedzy pasozytem, wektorem i zywicielem.
W ciggu minionych 30 lat nastapil duzy postep w iden-
tyfikacji substancji produkowanych przez gruczoty sli-
nowe kleszcza, ktore ulatwiaja mu zerowanie. Czasteczki
te wspolgraja ze soba w celu ominigcia systemu obron-
nego kregowca. Pasozyt reguluje doptyw krwi do miejsca
ugryzienia w taki sposdb, aby pobrac jak najwieksza ilos¢
pozywienia, a jednoczesnie nie uruchomi¢ odpowiedzi
ukladu immunologicznego gospodarza. B. burgdorferi,
a takze inne drobnoustroje chorobotworcze wykorzy-
stuja immunomodulacyjne wlasciwosci $liny kleszcza,
aby skuteczniej infekowac ssaka. Rosngca wiedza o tych
procesach i czynnikach, ktdre w nich uczestniczg stwarza
duza szans¢ na stworzenie nowych efektywnych metod
ograniczajacych rozprzestrzenianie si¢ zaréwno kleszczy
jak i roznoszonych przez nie patogendw [35].

Artykut powstal w wyniku realizacji grantu MNiSW N N302
041536 oraz Programu MPD ,,Structural biology of plants and
microbes’, finansowanego ze $rodkéw Europejskiego Funduszu
Rozwoju Regionalnego i z budzetu panstwa.
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