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Zwigzek genow uktadu odpornosciowego nornicy rudej (Clethrionomys

glareolus) z genami biatek powierzchniowych kretkéw Borrelia afzelii

Streszczenie

Interakcje miedzy zywicielami i pasozytami prowadzg do ich wspétzaleznej ewoluciji.
Wynikajgca z tych oddziatywan koewolucyjna dynamika wptywa na ksztattowanie
zmiennosci genetycznej, struktury populacji oraz rozprzestrzeniania sie choréb. Moze ona
sprzyja¢ utrzymywaniu sie wysokiego poziomu polimorfizmu, czesto przekraczajgcego
zatozenia wynikajgce z neutralnej ewolucji. Teoria koewolucji zaktada specyficzne
oddziatywania pomiedzy genami zywiciela i pasozyta, jednak niewiele jest bezposrednich
dowoddéw na takie interakcje, zwtaszcza wsréd dzikich populacji kregowcéw. Niniejsza
rozprawa doktorska ma na celu wypetnienie tej luki poprzez badanie nornicy rudej
(Clethrionomys glareolus) oraz infekujacej jg bakterii Borrelia afzelii. Bakteria ta
przenoszona jest przez kleszcze i u ludzi wywotuje chorobe zwana boreliozg. Jednak
cztowiek jest przypadkowym zywicielem dla kretkéw Borrelia, a ich gtéwnym nosicielem
sa mate ssaki i ptaki. Badania zawarte w rozprawie bazujg na fakcie, ze nornice rude sag
jednym z gtéwnych, naturalnych zywicieli B. afzelii w Europie. W celu zgtebienia
genetycznych podstaw interakcji zywiciel-patogen, praca skupia sie na poszukiwaniu
zwigzkéw pomiedzy réznymi wariantami genéw nornicy i kretkéw Borrelia, ktére koduja
oddziatujgce ze sobg biatka, a takze bada zmiany ekspresji gendw nornic w odpowiedzi
na infekcje bakterig Borrelia, wykorzystujgc sekwencjonowanie catych transkryptomaow.
tacznie, oba te podejscia dgzg do lepszego zrozumienia genetycznych oddziatywan
gospodarz-pasozyt uksztattowanych przez koewolucje, a takze zbadania szerszej
perspektywy odpowiedzi immunologicznej nornic, ktdra moze leze¢ u podstaw tolerancji
na infekcje u tych gryzoni.

Pierwszy rozdziat rozprawy skupit sie na parze gendw gospodarza i pasozyta,
ktérych produkty prawdopodobnie wchodzg ze sobg w bezposrednig interakcje,
napedzajgc wzajemng presje selekcyjna. Zbadane w nim zostaty zwigzki pomiedzy

wariantami gendw gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej (ang. major



histocompatibility complex, MHC) nornicy rudej, ktéry bierze udziat w swoistej
odpowiedzi odpornosciowej organizmu, a wariantami genu ospC (ang. outer surface
protein C) kretkéow B. afzelii, ktéry koduje immunogenne biatko znajdujgce sie na
powierzchni tych bakterii, stuzgce Borrelii do manipulacji uktadem odpornosciowym
gospodarza. OspC wystepowat w badanej populacji nornic w 12 wariantach. Wyniki testu
Tajimy potwierdzity, ze OspC ewoluuje pod wptywem doboru réwnowazacego. Analiza
redundancji (ang. redundancy analysis, RDA) wykazata, ze ani allele MHC klasy Il, ani
supertypy (grupy funkcjonalne) nie przewidywaty statusu ani intensywnosci zakazenia,
mierzonej metodg ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym (ang. quantitative real-time
PCR, gPCR), szczepami B. afzelii charakteryzujacymi sie wystepowaniem réznych
wariantéw OspC. Niemniegj jednak réznice w poziomach przeciwciat IgG przeciwko dwém
czestym w badanych populacjach wariantom OspC, wykazaty statystycznie istotny
zwigzek z konkretnymi allelami MHC klasy Il wsréd seropozytywnych nornic. Wyniki te
wskazujg, ze rézne allele MHC mogg ksztattowaé specyficzng dla wariantu odpowiedz
immunologiczng na biatko OspC kretkéw Borrelia, co jest zgodne z zatozeniami
koewolucji gospodarz-pasozyt.

W drugim rozdziale rozprawy zbadano kolejng pare gendw zaangazowanych
w interakcje gospodarz-patogen: geny kodujace czynnik H (ang. complement factor H,
CFH) nornicy rudej, ktory bierze udziat w nieswoistej odpowiedzi immunologicznej
outer surface protein E) kodujgce biatko powierzchniowe B. afzelii, ktére wigze CFH
gospodarza w celu unikniecia wykrycia i zniszczenia przez jego uktad odpornosciowy.
Wyniki testow PAML i MEME potwierdzity, ze gen ospE ewoluuje pod wptywem dziatania
doboru pozytywnego. Analiza redundancji nie wykazata jednak zadnych zaleznoSci
pomiedzy wariantami genéw CFH i nalezacych do tej samej rodziny gendw zwigzanych
zCFH (ang. factor H-related, FH-R), a wariantami OspE. Ponadto sie¢ haplotypdw,
skonstruowana w oparciu o sekwencje OspE, nie wykazata geograficznego zréznicowania
czestosciwariantéw OspE, ktére we wczesniejszych badaniach zaobserwowano dla CFH,
a analiza ko-korespondencji (ang. co-correspondence analysis, CoCA) nie wykryta
zadnej wspodlnej struktury genetycznej miedzy CFH i OspE. Wczesniejsze badania
wykazaty, ze CFH charakteryzuje sie silniejszg strukturg niz $rednia genomowa u nornicy

rudej, prawdopodobnie z powodu lokalnej adaptacji. Wyniki przedstawione w rozprawie



wskazujg natomiast, ze OspE nie odzwierciedla tej struktury, co sugeruje, ze ewolucja
tych dwdch gendw moze byé ksztattowana przez odrebne presje selekcyjne.

W rozdziale trzecim wykorzystano sekwencjonowanie RNA w celu zbadania zmian
ekspresji genéw nornicy rudej w odpowiedzi na zakazenie B. afzelii. Pozwolito to
zidentyfikowaé geny zaangazowane w obrone zywiciela przed infekcjg, a takze zgtebi¢
w jaki sposéb odpowiedz odpornosciowa tego naturalnego gospodarza rézni sie od tej
zgtaszanej dla przypadkowych zywicieli, takich jak cztowiek. Analiza ekspresji genow,
WGCNA (ang. weigthed gene co-expression network analysis) oraz functional enrichment
ujawnity aktywacje gendéw zwigzanych z nabyta odpowiedziga odpornosciows,
w szczegolnosci zwigzanych z funkcjonowaniem limfocytéw B i produkcjg przeciwciat.
Odpowiedz prozapalna byta natomiast obnizona w poréwnaniu z tg opisywana u ludzi lub
myszy laboratoryjnych. Ponadto zaobserwowano zmiany w ekspresji genéw zwigzanych
z macierzg pozakomorkowa, ktérych biatkowe produkty sg wykorzystywane przez kretki
Borrelia w celu utatwienia adhezji i przetrwania w tkankach gospodarza. Zmiany te moga
odzwierciedla¢ ewolucyjng strategie tolerancji, ktéra ogranicza uszkodzenia tkanek
izmniejsza ryzyko przewlektych, ogdlnoustrojowych objawdéw choroby u nornic. Co
ciekawe, wykryto réwniez kilka biologicznych $ciezek zwigzanych z chorobami
neurodegeneracyjnymi. Obejmowaty one geny zaangazowane w metabolizm, produkcje
energii, reakcje na stres oksydacyjny, a takze degradacje biatek. Sugeruje to, ze infekcja
B. afzelii moze miec¢ szersze konsekwencje dla swojego naturalnego zywiciela, niz dotad
przypuszczano.

Podsumowujac, niniejsza rozprawa doktorska dostarcza informacji na temat
genetycznych mechanizméw lezgcych u podstaw interakcji miedzy zywicielem
a patogenem w oparciu o naturalny system nornica ruda-B. afzelii. Praca ukazuje w jaki
sposob koewolucja ksztattuje zaréwno specyficzne zaleznos$ci na poziomie gendw
i réznych ich wariantow, takie jak zwigzek miedzy MHC a OspC, jak i szerszg perspektywe
modulacji ekspresji genéw w odpowiedzi na infekcje, podkreslajgc ewolucyjnie

uksztattowana tolerancje naturalnych zywicieli na zakazenie.
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