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Wykaz publikacji skladajacych si¢ na rozprawe doktorska

Rozprawa doktorska sktada si¢ z dwoch oryginalnych prac opublikowanych w latach
202412025, ktorych tematyka obejmuje badanie zmian ekspresji wybranych genoéw odpornosci

wrodzonej u kleszczy w odpowiedzi na obecnos¢ patogenow.

1. Szczotko, M., Antunes, S., Domingos, A., Kubiak, K., & Dmitryjuk, M. (2024). Tick-
borne pathogens and defensin genes expression: A closer look at Ixodes ricinus and
Dermacentor reticulatus. Developmental and Comparative Immunology, 160, 105231.
DOI: 10.1016/j.dci.2024.105231

IF! = 2,7; MEiN? = 140 pkt.

2. Szczotko, M., Antunes, S., Domingos, A. & Dmitryjuk, M. (2025). Investigation of
genes expression of the JAK/STAT signalling pathway and AMPs in the presence of
Borrelia spirochetes in Ixodes ricinus. Scientific Reports, 15, 2869.

DOI: 10.1038/s41598-025-87506-6
IF! = 3,8; MEiN? = 140 pkt.

Y.aczna suma IF wynosi 6.5, natomiast liczba punktow MNiSW — 280.

!'IF - wskaznik Impact Factor czasopisma w roku publikacji
2 liczba punktow na podstawie Komunikatu Ministra Nauki z dnia 5 stycznia 2024 r. w sprawie wykazu
czasopism naukowych i recenzowanych materiatow z konferencji migdzynarodowych
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Wykaz skrotow

ACT — aktyna / actin

AMPs — peptydy przeciwdrobnoustrojowe / Antimicrobial Peptides

CSaf — a-helisa i B-harmonijka stabilizowane mostkami disiarczkowymi pomig¢dzy
konserwatywnymi resztami cysteiny / cysteine-stabilized o-helix and p-sheet

defl — defensyna 1 Ixodes ricinus / Ixodes ricinus defensin 1

def2 — defensyna 2 Ixodes ricinus / Ixodes ricinus defensin 2

defDr — defensyna Dermacentor reticulatus | Dermacentor reticulatus defensin

DTN — sie¢ dityrozyny / dityrosine network

Duox — dwufunkcyjna oksydaza NADPH / Dual Oxidase

EF-1 — czynnik elongacyjny 1 / Elongation Factor 1

IFN-y — Interferon gamma / Interferon-gamma

IGTPaza — Rho-podobna GTPaza I. scapularis / I. scapularis Rho-like GTPase

IL — Interleukina / Interleukin

IMD — szlak sygnatowy IMD / Immune Deficiency signalling pathway

JAK — kinaza tyrozynowa / Janus Kinase

JAK/STAT - szlak sygnatowy JAK/STAT / Janus Kinase/Signal Transducer and Activator
of Transcription signalling pathway

JNK — szlak sygnatowy JNK / Jun-N-terminal Kinase signalling pathway

KZM — kleszczowe zapalenie mozgu / Tick-Borne Encephalitis

LB — borelioza z Lyme / Lyme borreliosis

lzs — lizozym / lysozyme

MG — jelito srodkowe / midgut

NF-kB/Toll — szlak sygnatowy NF-kB/Toll / Nuclear Factor-Kappa B/Toll signalling
pathway

nPCR — wewnetrzny, dwustopniowy PCR / nested Polymerase Chain Reaction

OHFV — wirus omskiej goraczki krwotocznej / Omsk Hemorrhagic Fever Virus

PAMP — wzorce molekularne zwigzane z patogenami / Pathogen-Associated Molecular
Patterns

PCR — reakcja tancuchowa polimerazy / Polymerase Chain Reaction

PIAS — biatkowy inhibitor aktywowanych STAT / Protein Inhibitors of Activated
STATs

qPCR — ilo$ciowa reakcja fancuchowa polimerazy / quantitative Polymerase Chain
Reaction

REST — pozostate tkanki / rest of the tissues

RF — nawracajgca goraczka / relapsing fever

ric — ricinusina / ricinusin

SG — gruczoty $linowe / salivary glands

RNAi — interferencja RNA / RNA interference

SOCS — supresor sygnalizacji cytokin / Suppressor of Cytokine Signalling

STAM — czasteczka adaptorowa przekazujaca sygnat / Signal Transducing Adaptor
Molecule

STAT — czynnik transkrypcyjny / Signal Transducer and Activator of Transcription

TBDs — choroby przenoszone przez kleszcze / Tick-Borne Diseases

TBEV — wirus kleszczowego zapalenia moézgu / Tick-Borne Encephalitis Virus

TBPs — patogeny przenoszone przez kleszcze / Tick-Borne Pathogens

UPD — ligand UPD regulujacy aktywno$¢ transkrypcyjng szlaku JAK/STAT /

the Unpaired ligand

5|Strona



Rozprawa doktorska
mgr inz. Magdalena Szczotko

Streszczenie w jezyku polskim

Kleszcze sg pasozytami zewnetrznymi kregowcoé6w oraz wektorem wielu patogenow.
Interakcje migdzy kleszczem, patogenem i zywicielem sg niezwykle ztozone. Pomimo istotnej
roli kleszczy jako wektorow chordb, ich uklad odpornosciowy pozostaje stabo poznany.
Stawonogi opieraja swoja odporno$¢ gltéwnie na mechanizmach odpornosci wrodzonej,
w ktorej kluczowe znaczenie odgrywaja szlaki sygnalizacji immunologicznej oraz synteza
peptydow przeciwdrobnoustrojowych (AMPs).

Celem badan bylto okreslenie korelacji pomiedzy poziomem ekspresji wybranych genow
odpornosci wrodzonej kleszczy Ixodes ricinus 1 Dermacentor reticulatus, a obecnoscia
patogendéw. W pracy skupiono si¢ na poroOwnaniu zmian ekspresji genéw dwoch defensyn
kleszcza I. ricinus (defl 1 def2) oraz jedynej znanej defensyny kleszcza D. reticulatus (defDr)
w odpowiedzi na obecno$¢ patogendw - Borrelia spp., Anaplasma phagocytophilum, Babesia
Spp., Rickettsia spp. oraz Neoehrlichia mikurensis. Ponadto, ze wzgledu na istotng role /. ricinus
jako wektora Borrelia burgdorferi sensu lato, przeanalizowano zmiany w profilu ekspres;ji
gendw szlaku JAK/STAT oraz gendw kodujacych AMPs: defensyn¢ 1 1 2, ricinusing oraz
lizozym w odpowiedzi na obecno$¢ kretkow.

Uzyskane wyniki wykazaly, ze ekspresja genow defensyn u kleszczy moze by¢
modulowana zaréwno przez pobranie krwi, jak i obecno$¢ patogenéw. Zaobserwowano roéznice
w ekspresji analizowanych gendw u obu badanych gatunkéw kleszczy. Stwierdzono takze, ze
u osobnikow 1. ricinus, u ktérych potwierdzono obecno$¢ B. burgdorferi s. 1., dochodzi do
nadekspresji jedynie czgsci gendéw zwigzanych ze szlakiem JAK/STAT oraz AMPs. Wyniki
sugeruja prawdopodobny udzial mechanizméw odpornosci wrodzonej w modulowaniu

odpowiedzi immunologicznej kleszczy, co moze mie¢ wptyw na ich kompetencje wektorowe.

Stowa kluczowe

kleszcze, ekspresja genow, defensyny, AMPs, JAK/STAT
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Abstract

Ticks are ectoparasites of vertebrates and vectors of numerous pathogens. The
interactions between ticks, pathogens and hosts are extremely complex. Despite the important
role that ticks play as disease vectors, their immune system is still poorly understood.
Arthropods rely on innate immune mechanisms in which immune signaling pathways and the
synthesis of antimicrobial peptides (AMPs) play a crucial role.

The aim of this study was to determine the correlation between the expression levels of
selected innate immunity genes in the ticks Ixodes ricinus and Dermacentor reticulatus and the
presence of pathogens. The research focused on comparing changes in the expression of two
defensin genes in /. ricinus (defl and def2) and the only known defensin gene in D. reticulatus
(defDr) in response to infection with Borrelia spp., Anaplasma phagocytophilum, Babesia spp.,
Rickettsia spp. and Neoehrlichia mikurensis. Due to the important role of /. ricinus as a vector
of Borrelia burgdorferi sensu lato, the changes in the expression profile of genes involved in
the JAK/STAT pathway and genes encoding AMPs — defensin 1, defensin 2, ricinusin and
lysozyme — were also analyzed in response to the presence of spirochetes.

The results showed that the expression of defensin genes in ticks can be modulated by
both blood feeding and the presence of pathogens. Differences were found in the expression of
the investigated genes between the two tick species. It was also found that in I ricinus
individuals infected with B. burgdorferi s. 1., only a subset of genes related to the JAK/STAT
signaling pathway and AMPs were overexpressed. The results suggest that innate immune
mechanisms may be involved in modulating the immune response of ticks, which could

influence their vector competence.

Keywords

ticks, genes expression, defensins, AMPs, JAK/STAT
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1. Wstep

Kleszcze to pasozytnicze stawonogi odzywiajace si¢ krwig kregowcow. Uwaza sie, ze
przenosza najwieksza liczbe chorobotworczych drobnoustrojow sposrod wszystkich znanych
wektoréw (Nuttall, 2019). Choroby przenoszone przez kleszcze (ang. Tick-Borne Diseases,
TBDs) stanowig rosnace zagrozenie dla zdrowia ludzi: moga powodowac przewlekle i cigzkie
objawy, prowadzi¢ do trwatego uszczerbku na zdrowiu, a w niektérych przypadkach nawet do
$mierci zakazonych osob i zwierzat (Hajdusek i in., 2013; Nowak-Chmura i Siuda, 2012).

Na terenie Polski wystepuje na state 19 gatunkow kleszczy. Najwazniejszymi z nich sg
Ixodes ricinus (kleszcz pospolity) oraz Dermacentor reticulatus (kleszcz takowy), przy czym
to I. ricinus odgrywa dominujaca role jako wektor patogenow (Kubiak i in., 2018). Wsrod
najczesciej diagnozowanych TBDs w Polsce znajduja si¢ borelioza z Lyme (ang. Lyme
Boreliosis, LB) i odkleszczowe zapalenie mozgu (KZM). Rzadziej wystepuja rowniez inne
choroby takie jak riketsjozy, babeszjoza czy tularemia (Kmieciak i in., 2016).

Jedng z najczesciej diagnozowanych chorob przenoszonych przez kleszcze jest LB.
Kazdego roku liczba przypadkow LB wzrasta na catym $wiecie, przy czym najwigcej zakazen
rejestrowanych jest w Stanach Zjednoczonych (stany polnocno-wschodnie), Europie
Srodkowo-Wschodniej oraz Azji Zachodniej i Wschodniej (Skotarczak, 2015). W Polsce od
2013 r. obserwuje si¢ staty wzrost liczby zachorowan na TBDs. Tendencje t¢ przypisuje si¢
wielu czynnikom, sposrod ktorych kluczowe znaczenie majg zmiany klimatyczne. Wyzsze niz
dawniej temperatury w okresie letnim oraz krotsze i lagodniejsze zimy wydluzaja okres
aktywnosci kleszczy. Przyczynia si¢ to do zwigkszenia liczby zakazonych osobnikéw
(Grochowska 1 in., 2020; Kmieciak 1 in., 2016).

Rosngca liczba ludno$ci na $wiecie wigze si¢ z konieczno$cig zapewnienia coraz
wigkszych ilosci zywnosci. Przektada si¢ to na intensyfikacj¢ produkcji zwierzecej. Zwierzeta
hodowlane pozostaja nieustannie narazone na choroby przenoszone przez wektory, w tym
kleszcze. Powszechne 1 dtugotrwate stosowanie chemicznych akarycydéw doprowadzito do
rozwoju opornosci w populacjach tych pasozytow. Od czasu pierwszego udokumentowanego
przypadku oporno$ci na $rodki chemiczne u przedstawicieli rodzaju Rhipicephalus, zjawisko
to ulegto znacznemu nasileniu. Wobec rosngcego problemu opornosci istnieje pilna potrzeba
poszukiwania 1 opracowywania alternatywnych, skutecznych metod zwalczania kleszczy
(Abbas i in., 2014; Aguilar-Diaz 1 in., 2021).

Jednym z obiecujacych kierunkow jest wykorzystanie wiedzy na temat biologii kleszczy,

w szczegolnosci funkcjonowania ich ukladu odpornosciowego. Wykazano, ze uktad
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odpornosciowy kleszczy stanowi bogate zrodlo potencjalnych celow do projektowania
skutecznych szczepionek (Aguilar-Diaz 1 in., 2021). Zrozumienie mechanizméow
odpowiedzialnych za aktywacje odpowiedzi immunologicznej kleszczy ma kluczowe
znaczenie dla opracowania innowacyjnych strategii kontroli i zapobiegania chorobom

odkleszczowym na catym $wiecie (Rosa i in., 2016).

Ixodes ricinus i Dermacentor reticulatus

Kleszcz pospolity I ricinus to najbardziej rozpowszechniony gatunek kleszcza
w Europie. Wystepuje na rozleglym obszarze, od Irlandii po Ural oraz od pétnocnej Szwecji po
Afryke Pétnocng (Medlock i in., 2013). Gatunek ten jest wektorem co najmniej 18 patogendw,
w tym wirusow, bakterii 1 pierwotniakdw o istotnym znaczeniu medycznym i weterynaryjnym.
Wsrod najezesciej transmitowanych patogendw wyroznia si¢: kretki Borrelia burgdorferi sensu
lato (s. 1) wywotujace LB; bakterie Anaplasma phagocytophilum powodujace ludzka
anaplazmozg¢ granulocytarng; Francisella tularensis, czynnik etiologiczny tularemii; Rickettsia
helvetica 1 Rickettsia monacensis, wywotujace riketsjoze, inaczej goraczke plamisty; Babesia
divergens 1 Babesia microti powodujace babeszjozg; Neoehrlichia mikurensis wywolujace
neoehrlichioze oraz wirus kleszczowego zapalenia mozgu (ang. Tick-Borne Encephalitis Virus,
TBEV) bedacy czynnikiem etiologicznym KZM (Rizzoli i in., 2014; Sprong i in., 2018).

Drugim najczesciej wystepujacym gatunkiem kleszcza w Polsce jest D. reticulatus. Od
lat 90. XX wieku obserwuje si¢ wzrost liczebnos$ci 1 rozszerzanie zasiggu wystgpowania tego
gatunku. W ciggu ostatnich kilku dziesigcioleci rozmieszczenie D. reticulatus uleglo istotnym
zmianom. Gatunek ten skolonizowat nowe terytoria, wczesniej uznawane za nieodpowiednie
do jego przetrwania i ukonczenia cyklu zyciowego. Ponadto, na przestrzeni lat zwigkszylo si¢
zageszczenie populacji na terenach wezesniej przez niego niezajmowanych (Zajac i in., 2020).
Wplyw na to miaty zmiany $rednich temperatur latem 1 zimg w Europie, a takze przeksztatcenia
w strukturze oraz uzytkowaniu gruntow rolnych i obszarow lesnych. Istotnym czynnikiem byty
réwniez przesunigcia w rozmieszczeniu i liczebnosci ssakow bedacych glownymi zywicielami
dorostych stadiéw kleszczy. Wzrost liczebnosci populacji zywicieli koreluje z pdzniejszym
wzrostem liczby kleszczy oraz ekspansja ich populacji na nowe tereny (Bilbija i in., 2023;
Karbowiak, 2021). Ponadto, D. reticulatus wykazuje wysoka tolerancj¢ na brak pokarmu, niskg
$miertelnos¢, wysoki wspotczynnik reprodukcji 1 zdolno$¢ do przetrwania w niesprzyjajacych
warunkach s$rodowiskowych (Foldvari i in., 2016). Wraz z jego rozprzestrzenianiem si¢
wzrosto rdwniez znaczenie weterynaryjno-medyczne tego gatunku, wynikajace z przenoszenia

roznorodnych mikroorganizmow chorobotwoérczych (Kubiak 1 in., 2024). D. reticulatus jest
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uwazany za glownego wektora pierwotniaka Babesia canis, czynnika etiologicznego
babeszjozy psow, a takze bakterii z rodzaju Rickettsia, wirusa omskiej gorgczki krwotocznej
(ang. Omsk Hemorrhagic Fever Virus, OHFV) oraz TBEV (F6ldvari i in., 2016). Chociaz
material genetyczny bakterii B. burgdorferi, N. mikurensis i A. phagocytophilum bywa
wykrywany w materiale genetycznym kleszczy D. reticulatus, gatunek ten nie jest
kompetentnym wektorem tych patogenow (Grubhoffer i in., 2005; Kubiak i in., 2024;
Mierzejewska i in., 2015; Szczotko i in., 2023).

Transmisja patogenow

Pojecia ,,zdolnos¢ wektorowa” (ang. vectorial capacity) oraz , kompetencja wektorowa”
(ang. vector competence) sa cze¢sto uzywane w literaturze w odniesieniu do zdolnoS$ci
organizméw do przenoszenia patogenéw. Cho¢ bywaja stosowane zamiennie, nie sg to pojecia
tozsame. Zdolnos$¢ wektorowa odnosi si¢ do efektywnosci transmisji patogenu przez populacje
danego wektora i stanowi miar¢ ilosciowa, na ktora wplywaja takie czynniki jak: gesto§¢
populacji wektora, jego dlugo$¢ zycia, czgstos¢ kontaktu z zywicielem oraz kompetencja
wektorowa. Szacunki zdolno$ci wektorowej uwzgledniaja szeroki zakres czynnikow:
srodowiskowych, behawioralnych, biochemicznych i komoérkowych — ktore ksztattujg relacje
pomiedzy wektorem, przenoszonym patogenem a zywicielem. Zarowno $rodowiskowe jak
1 behawioralne aspekty moga w istotny sposob modyfikowaé skuteczno$¢ transmisji. Na
przyktad, nawet jesli dany gatunek pasozyta posiada biologiczne i genetyczne predyspozycje
do przenoszenia okreslonego patogenu, nie bedzie skutecznym wektorem, jezeli nie
wspotwystepuje przestrzennie i czasowo z zakazonym zywicielem lub jesli zywiciel ten nie
nalezy do jego preferowanych Zrodet pokarmu. Kompetencja wektorowa natomiast, stanowi
sktadowa zdolnosci wektorowej i jest determinowana przez czynniki wewngtrzne (genetyczne),
ktore wptywaja na zdolno$¢ wektora do transmisji patogenu. Jest to cecha biologiczna, zalezna
od interakcji miedzy wektorem a patogenem (Beerntsen i in., 2000; Black IV 1 Moore, 1996).
Determinanty genetyczne wplywaja na cechy, takie jak preferencje Zywiciela, dlugosé
przyczepienia si¢ kleszcza do Zzywiciela, interakcje kleszcz-zywiciel-patogen 1 kleszcz-
mikrobiom-patogen, oraz podatnos¢ na infekcje patogenem (de la Fuente i in., 2016). R6znice
w zdolno$ci do transmisji patogenow migdzy gatunkami kleszczy mozna prawdopodobnie
powigza¢ z r6znymi mechanizmami odporno$ci wrodzonej (Taylor, 2006).

Kleszcze z rodziny Ixodidae w ciggu swojego cyklu zyciowego trzykrotnie Zeruja,
pobierajac jednorazowo ilos¢ krwi nawet 100 razy wigksza od wlasnej masy (Rana i in., 2023).

Obecno$¢ materiatu genetycznego patogenu w materiale genetycznym kleszcza nie oznacza
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automatycznie, ze dany kleszcz jest jego wektorem. Aby uzna¢ gatunek kleszcza za wektor
konkretnego patogenu muszg zosta¢ spetnione okreslone warunki. Kleszcz musi by¢ zdolny do
nabycia patogenu podczas zerowania w stadium larwalnym lub nimfalnym na zakazonym
zywicielu. Nastepnie patogen musi przetrwa¢ w organizmie kleszcza podczas jego
przeobrazania si¢ w kolejne stadia rozwojowe — zjawisko to okresla si¢ jako transmisje
transstadialng. Ostatecznie kleszcz powinien by¢ w stanie przekaza¢ patogen kolejnemu,
niezakazonemu zywicielowi podczas kolejnego zerowania (Eisen, 2020). Transmisja
transowarialna polega na przeniesieniu patogenu z samicy kleszcza do jej potomstwa - przez
stadium jaja do larw kolejnego pokolenia (Ravindran i in., 2023).

Patogeny przenoszone przez kleszcze (ang. Tick-Borne Pathogens, TBPs) sa pobierane
przez te pasozyty podczas zerowania na zakazonych zywicielach. W trakcie zerowania kleszcze
na przemian wstrzykuja $ling wytwarzang przez gruczoty §linowe i pobieraja pokarm ta sama
droga. Z tego wzgledu §lina oraz gruczoty §linowe odgrywaja kluczowa role w transmisji TBPs
(Khogali 1 in., 2024; Nuttall, 2019; Simo i in., 2017). Patogen, ktory dostaje si¢ do organizmu
kleszcza wraz z krwig zakazonego zywiciela musi pokona¢ kilka barier fizycznych: jelito
srodkowe, hemocel wypeliony hemolimfa i gruczoty $linowe oraz przeciwstawic sig
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej kleszcza, aby pozniej mogt zosta¢ skutecznie
przekazany kolejnemu zywicielowi. Uklad odpornosciowy kleszczy, podobnie jak innych
bezkregowcow, opiera si¢ wylacznie na mechanizmach wrodzonych i jest znacznie mniej
ztozony niz uktad immunologiczny kregowcow (HajduSek 1 in., 2013; Kopacek 1 in., 2012;
Rosa i in., 2016). Wrodzona odpornos¢ kleszczy opiera si¢ na skoordynowanym dziataniu
odpowiedzi komdrkowej 1 humoralnej. W trakcie Zerowania na zakazonym zywicielu patogeny
obecne we krwi trafiajg najpierw do jelita sSrodkowego kleszcza. Aby mogly zosta¢ przeniesione
na kolejnego zywiciela muszg przemiescic¢ si¢ z jelita przez hemolimfg do gruczotow §linowych
(Rosaiin., 2016).

Jelito §rodkowe jest pierwsza tkanka kleszcza majaca kontakt z krwig zywiciela oraz
pobranymi wraz z nig mikroorganizmami, w tym patogenami. To wlasnie w jelicie Srodkowym
krew jest przechowywana i trawiona. Biatka pochodzace z krwi dostarczajg sktadnikow
odzywczych niezbednych do rozwoju i reprodukcji kleszcza. Jelito sSrodkowe uznawane jest za
najwazniejszg tkankg umozliwiajaca przezycie i namnazanie si¢ patogendw, poniewaz wiele
z nich musi tam przetrwa¢ az do linienia 1 kolejnego Zerowania paj¢czaka (Hajdusek i in.,
2013). Po pobraniu z zakazonego zywiciela, patogen kolonizuje komorki nablonka jelita

srodkowego kleszcza i/lub penetruje barierg jelitowa, po czym przedostaje si¢ do hemocelu —
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otwartej jamy ciata wypelionej hemolimfa. Hemolimfa, bedaca plynem ustrojowym
obmywajacym narzady wewngtrzne, petni funkcje transportowa dla sktadnikéw odzywczych
oraz metabolitow komorkowych. Oprocz tego odgrywa istotng rolg w odpowiedzi
immunologicznej, chronigc organizm przed infekcjami co zostanie oméwione dalej (Bonnet i
in., 2018; Khogali i in., 2024). Nastepnie patogen musi dotrze¢ do $linianek. Kompetentne
wektory przenosza patogeny na kolejnych zywicieli wtasnie poprzez $line, ktorg wstrzykuja
podczas zerowania. Niektore mikroorganizmy chorobotwoércze maja réwniez zdolno$¢ do
inwazji jajnikow samic, dlatego moga by¢ przenoszone na potomstwo (Hajdusek i in., 2013;
Khogali i in., 2024; Simo i in., 2017).

W drodze z jelita srodkowego do tkanek obwodowych patogeny napotykaja zar6wno
komorkowe jak i humoralne mechanizmy obronne. Zdolno$¢ patogenu do przeciwdziatania
odpowiedzi immunologicznej kleszcza lub jej unikania ma kluczowe znaczenie dla skuteczne;j
transmisji. W kazdym z narzadow kleszcza patogen musi pokona¢ kolejne mechanizmy
odpornosciowe, aby moc zosta¢ skutecznie przeniesiony do zywiciela kregowca, za pomoca
$liny podczas kolejnego zerowania (Fogaca i in., 2021; Hajdusek i in., 2013). Zlozono$¢
procesow immunologicznych zachodzacych w ciele kleszcza ma istotny wplywa na
efektywnos¢ przenoszenia TBPs (Khogali i in., 2024).

Interakcje kleszcz-zywiciel-patogen ewoluowaly przez ponad 300 milionéw lat, a jedynie
nieliczne drobnoustroje byty w stanie pokona¢ wrodzong odporno$¢ kleszcza (Barker i Murrell,
2004). Duza liczba gatunkow kleszczy §wiadczy o sprawnosci ich uktadu odpornosciowego,
mimo, ze jest on znacznie prostszy niz u kregowcow. W zwigzku z powyzszym wyjasnienie
mechanizmoéw dzialania czynnikdbw immunologicznych uczestniczacych w  interakcjach
pomiedzy kleszczami a przenoszonymi przez nie patogenami jest niezbedne do pelnego
zrozumienia  etiologii  chordéb  odkleszczowych. Lepsze poznanie mechanizméw
odpornosciowych moze rowniez przyczynic si¢ do identyfikacji nowych celow molekularnych
dla strategii majacych na celu zablokowanie transmisji patogenéw (Fogaca 1 in., 2021;

Sonenshine 1 Macaluso, 2017).

Uklad immunologiczny kleszczy

Immunobiologia kleszczy odgrywa istotng rol¢ w transmisji wielu patogendw na ich
zywicieli (Aguilar-Diaz i in., 2021). Niektore gatunki kleszczy zmieniajg zywiciela na kazdym
etapie swojego rozwoju, od larwy przez nimfe az po postaé dorosta, co zwigksza
prawdopodobienstwo na nabycie, jak i transmisje patogenu. Oprdcz patogendéw przenoszonych

wraz z krwia, kleszcze pozostaja w bliskim kontakcie z mikrobiotg skory zywiciela, ktora
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roOwniez moze zosta¢ pobrana w trakcie zerowania. Ponadto, w trakcie niepasozytniczych faz
cyklu zyciowego, kleszcze sa narazone na kontakt z mikroorganizmami obecnymi
w srodowisku, co dodatkowo wptywa na ich mikrobiom i potencjalng ekspozycje na nowe
czynniki zakazne. W zwigzku z tym uklad odpornosciowy kleszczy musi by¢ stale aktywny,
aby zapewni¢ ochron¢ przed infekcjami. Patogeny z kolei modyfikuja odpowiedz
immunologiczng wektora, by utatwi¢ swojg transmisj¢ i namnazanie. Przyktadowo, infekcja
wywolana przez A. phagocytophilum powoduje zmiany w proteomie i transkryptomie zarowno
komorek kleszcza, jak 1 kregowca, na ktorym kleszcz zeruje (de la Fuente i in., 2016, 2017).
Dotychczasowa wiedza o reakcjach immunologicznych stawonogoéw pochodzi gléwnie z badan
nad owadami, w szczegdlno$ci muszka owocowa (Drosophila) oraz komarami z rodzajow
Aedes 1 Anopheles (Fogaca i in., 2021; Verhulst i in., 2018). Obecnie wiadomo, ze uktad
odpornosciowy stawonogdéw jest bardzo zréznicowany, a znajomo$¢ mechanizmow
immunologicznych kleszczy jest wcigz ograniczona 1 wiele aspektow pozostaje niezbadanych
(Fogaca i in., 2021; Palmer i Jiggins, 2015). Dotychczasowe badania pozwalajg stwierdzié, ze
uktad odpornosciowy kleszczy rdzni si¢ istotnie od opisanego u owadow (Shaw i in., 2017).
Wrodzona odporno$¢ kleszczy opiera si¢ na skoordynowanym dziataniu odpowiedzi
komorkowej 1 humoralnej (Rosa 1 in., 2016). OdpowiedZz komorkowa obejmuje mechanizmy
takie jak fagocytoza, enkapsulacja i nodulacja (Fogaca i in., 2021; HajdusSek 1 in., 2013). Z kolei
odpowiedz humoralna kleszczy jest realizowana przez czasteczki efektorowe, ktorych
ekspresja jest indukowana w odpowiedzi na inwazj¢ mikroorganizmow. Zalicza si¢ do nich
liczne peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMPs) wsrod ktoérych wyr6znia si¢ lizozymy,
defensyny, lektyny, proteazy i inhibitory proteaz, takie jak serpiny i cystatyny (Sonenshine,
2008). Wazng role w uktadzie odpornosciowym stawonogdéw odgrywaja roOwniez inhibitory
proteinazy serynowej. Uczestniczg one w procesach krzepnigcia hemolimfy, melanizacji oraz
syntezy AMPs, ponadto wykazuja bezposrednie dziatanie przeciwdrobnoustrojowe. Ich funkcja
polega prawdopodobnie na hamowaniu aktywno$ci proteaz bakteryjnych, ktore
mikroorganizmy wykorzystuja do kolonizacji tkanek gospodarza i unikania jego uktadu
odpornosciowego. Kleszcze wykorzystujg te inhibitory jako silne czasteczki
przeciwdrobnoustrojowe (Ceraul 1 in., 2008; Fogaga 1 in., 2021; Gulley i in., 2013). Podobnie
jak u innych eukariontow, u kleszczy wystepuja szlaki sygnalowe regulujace wrodzong
odpowiedz immunologiczng (Gulia-Nuss 1 in., 2016). Odpowiedz humoralng reguluja cztery

glowne szlaki przekazywania sygnatu: NF-xB/Toll (ang. Nuclear Factor-Kappa B/Toll), IMD
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(ang. Immune Deficiency), JNK (ang.Jun-N-terminal Kinase), JAK/STAT (ang. Janus
Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription) (Paulino 1 in., 2022).

Patogeny w organizmach owaddw sg rozpoznawane poprzez interakcje z tzw. wzorcami
molekularnymi zwigzanymi z patogenami (ang. Pathogen-Associated Molecular Patterns,
PAMPs). Ich obecno$¢ aktywuje szlaki sygnalowe NF-kB/Toll i IMD, ktore reguluja
aktywno$¢ czynnikow transkrypcyjnych homologicznych do ludzkiego czynnika NF-xB
(Jalovecka i in., 2024; Glinski i in., 2011). Szlak Toll u Drosophila jest aktywowany glownie
w odpowiedzi na infekcje wywolywane przez grzyby i bakterie Gram-dodatnie (Gram+).
Odgrywa on kluczowg role w regulacji odpornosci wrodzonej, zarbwno u tego organizmu
modelowego, jak 1 u owadow zywiacych si¢ krwia. Jednym z gléwnych efektow jego aktywacji
jest kontrola ekspresji AMPs. Analizy genomu przeprowadzone in silico wykazaty, ze genom
kleszczy koduje wickszos¢ elementow szlaku Toll. Co wiecej, badania funkcjonalne sugeruja,
ze szlak ten nie tylko uczestniczy w odpowiedzi immunologicznej kleszczy, ale takze odgrywa
wazng role w rozwoju embrionalnym tych pajeczakéw (Ryc. 1A) (Fogaga i in., 2021; Gulia-
Nuss i in., 2016; Rosa i in., 2016; Smith i in., 2016).
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Rycina 1. Schemat trzech z czterech gléwnych szlakow sygnatowych regulujacych odpowiedz
immunologiczng kleszczy. A - szlak NF-kB/Toll, B - szlak IMD (brakujace sktadniki tego szlaku
w kleszczach sg zaznaczone kolorem z6ttym), C - szlak JNK. Sktadniki w kolorze czerwonym to
inhibitory szlakow sygnatowych. Rysunek zostal stworzony za pomocg programu BioRender

(https://app.biorender.com/). Zrédto: Fogaga i in. (2021), Paulino i in. (2022).
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U Drosophila zakazenia wywotane przez bakterie Gram-ujemne (Gram-) i niektore
bakterie Gram+, takie jak Bacillus i Listeria, s3 kontrolowane giownie przez szlak IMD.
Dotychczasowe analizy in silico oraz badania genomowe wykazaty, ze kleszcze nie posiadaja
wielu ortologdéw kluczowych elementow tego szlaku (Ryc. 1B). Pomimo ich braku, szlak IMD
w kleszczach pozostaje w pelni funkcjonalny 1 jest wrazliwy na obecnos$¢ roznych patogenow,
podobnie jak szlak Toll bierze udziat w kontroli ekspresji AMPs. Wykazano, ze szlak IMD
chroni organizm kleszcza przed kolonizacja przez B. burgdorferi, A. phagocytophilum
1 Anaplasma marginale (Capelli-Peixoto 1 in., 2017; Shaw 1 in., 2017). Szlak JNK, bedacy
odgatezieniem szlaku IMD, moze zosta¢ aktywowany poprzez kompleks TAKI1/TAB2.
Wykazano, ze u Drosophila szlak JNK bierze udzial w szerokim zakresie procesOw
biologicznych, w tym w komorkowej odpowiedzi immunologicznej i odpowiedzi na stres (Ryc.

1C) (Rosa i in., 2016; Silverman i in., 2003).

Szlak sygnatowy JAK/STAT

Szlak sygnatowy JAK/STAT odgrywa kluczowa role w odpowiedzi przeciwwirusowe;j
oraz w zwalczaniu bakterii u Drosophila i komaréw Aedes aegypti (Boutros 1 in., 2002; Dostert
i1in., 2005; Souza-Neto i in., 2009). Cho¢ szlak JAK/STAT u kleszczy wcigz pozostaje bardzo
stabo poznany dostepne dane wskazuja, ze jest funkcjonalny i odgrywa istotng role w kontroli
patogendw. Szlak ten jest szczeg6lnie wrazliwy na infekcje wirusowe 1 jest uwazany za szlak
pomocniczy dla szlakow Toll i IMD (Dostert i in., 2005). JAK/STAT reguluje takze wiele
procesOw biologicznych, w tym transkrypcje gendw zaangazowanych w naprawe i przebudowe
nabtonka jelita (Buchon i in., 2009; Narasimhan 1 in., 2014). Wptywa na ekspresje genow
odpowiedzi immunologicznej oraz bierze udzial w regulacji ekspresji AMPs (Ryc. 2) (Capelli-

Peixoto 1 1in., 2017; Liu 1 in., 2012; Smith i in., 2016; Szczotko i in., 2025).
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Rycina 2. Schemat szlaku sygnatowego JAK/STAT regulujgcego odpowiedz humoralng kleszczy.
Sktadniki oznaczone na czerwono to inhibitory szlakéw sygnatowych. Rysunek zostal stworzony za
pomoca programu BioRender (https://app.biorender.com/). Zroédto: Fogaga i in. (2021), Paulino i in.
(2022).

Szlak JAK/STAT indukuje silne reakcje przeciwbakteryjne, ograniczajace proliferacje
patogenow przenoszonych przez kleszcze. U wielu stawonogdéw szlak ten jest aktywowany
przez czasteczki podobne do cytokin, takie jak Unpaired (UPD). Ligand UPD wiaze si¢
z receptorem transbtonowym Dome, co prowadzi do aktywacji szlaku JAK/STAT, ktory moze
wspiera¢ zarowno odpornos$¢ stawonogow, jak i ich rozw6j (Rana i in., 2023). Podczas gdy
Drosophila koduje wiele ligandow UPD zdolnych do aktywacji Dome, dotychczas nie
znaleziono ortologdéw UPD w genomie Ixodes (Gulia-Nuss 1 in., 2016; Herrera 1 Bach, 2019;
Miller i in., 2018; Rana i in., 2023).

Udowodniono, ze kleszcze I. scapularis wykorzystuja interferon gamma (IFN-y)
pochodzacy od zywiciela do stymulacji szlaku odpornosciowego JAK/STAT. Rana i in. (2023)
zidentyfikowali u tego gatunku receptor — Domel. Analizy przeprowadzone in silico wykazaty,
ze cechuje si¢ on wysoka selektywnoscia 1 powinowactwem do IFN-y pochodzacego od

kregowcow, takich jak ludzie, myszy i ptaki. W przeciwienstwie do ortologéw Dome obecnych
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u innych stawonogoéw, w tym kleszczy nienalezacych do rodzaju Ixodes, Domel zawiera
unikalne regiony zewnatrzkomodrkowe, strukturalnie przypominajace receptory cytokin
kregowcodw. Receptor ten zlokalizowany jest na luminalnej powierzchni nabtonka jelitowego
kleszcza (Ryc. 3). IFN-y pochodzacy od zywiciela utatwia aktywacje szlaku JAK/STAT
I scapularis za posrednictwem receptora Domel, regulujac w ten sposob reakcje
bakteriobojcze. Szlak Domel-JAK/STAT jest potencjalnie funkcjonalny u wigkszosci
gatunkow kleszczy, na co wskazuje obecnos¢ odpowiednich genéw w ich genomach. Odgrywa
on kluczowa role w utrzymaniu homeostazy jelitowej, mikrobiomu jelitowego, a takze
w regeneracji oraz proliferacji komorek jelita w tym komoérek macierzystych. Szlak kontroluje
proces metamorfozy kleszczy 1 rozwdj ich narzadéw poprzez sieci sygnalowe Hedgehog
i Notch—Delta. Eksperymentalne obnizenie ekspresji Domel, utrzymujace si¢ od stadiow
mtodocianych (larwalnych i nimfalnych) az po doroste samice oraz ich potomstwo, prowadzito
do istotnych zaburzen ptodnosci i rozwoju kleszczy. Obserwowano brak linienia, utrate
symetrii dwubocznej oraz powazne wady morfogenezy narzadow wewngtrznych 1 przydatkow.
Obejmujace m.in. brak odnodzy, czesci aparatow gebowych oraz struktur poréw odbytowych.
Zaklocenie rozwoju i metamorfozy kleszczy poprzez wyciszenie ekspresji genow Domel,
kinazy tyrozynowej (ang. Janus Kinase, JAK), czynnika transkrypcyjnego (ang. Signal
Transducer and Activator of Transcription, STAT) uniemozliwialo przenoszenie patogenow
z zakazonych osobnikdw na ssaczych zywicieli. Sugeruje to, ze biatka te moga stanowic

potencjalne cele dla nowych srodkow przeciwkleszczowych (Rana 1 in., 2023).
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Rycina 3. Aktywacja szlaku JAK/STAT przez IFN-y. Grafika zostala wykonana w programie

BioRender (https://app.biorender.com/).
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Liu i in. (2012) wykazali, ze szlak sygnatowy JAK/STAT odgrywa kluczowa rolg
w kontrolowaniu infekcji A. phagocytophilum u kleszczy I. scapularis poprzez udziat
w regulacji ekspresji genow kodujacych AMPs o masie czasteczkowej 5,3 kDa. Zahamowanie
aktywnosci szlaku JAK/STAT prowadzitlo do zwigkszenia poziomu zakazenia
A. phagocytophilum w gruczotach $§linowych oraz hemolimfie kleszczy. Rosa i in. (2016)
wykazali, ze patogen A. marginale powoduje obnizenie ekspresji genow zwigzanych
z odpornoscig wrodzong kleszczy Rhipicephalus microplus. Dane te sugeruja, ze patogen moze
manipulowa¢ uktadem odpornosciowym wektora, aby wspierac jego przetrwanie i kolonizacje
w organizmie kleszcza.

Podczas pobierania krwi patogeny muszg najpierw pokona¢ barier¢ utworzong przez
bton¢ perytroficzng, ktéra chroni nablonek jelita przed potencjalnym uszkodzeniem przez
potknigte czastki stale lub patogeny podczas positku. Szlak JAK/STAT reguluje jej
powstawanie poprzez kontrole ekspresji glikoproteiny peritrofiny-1, ktéra tworzy btone

perytroficzng u stawonogoéw (Narasimhan i in., 2014; Rana 1 in., 2023).

Uktad immunologiczny a transmisja kretkow Borrelia

Kretki z rodzaju Borrelia zaliczane sg do bakterii Gram—. Charakteryzuja si¢ ruchliwoscia
dzigki obecnos$ci rzgsek peryplazmatycznych na biegunach komorki. Mimo podobienstwa
morfologicznego, mikroorganizmy te r6znig si¢ pod wzgledem biologicznym, klinicznym oraz
epidemiologicznym. Na podstawie cech genetycznych oraz rodzaju wektorow przenoszacych,
bakterie z rodzaju Borrelia podzielono na dwie gldéwne grupy. Pierwsza obejmuje 20 gatunkow,
w tym kompleks B. burgdorferi s. 1., wywotujacy LB, ktory coraz cz¢sciej klasyfikowany jest
jako Borreliella (Barbour 1 Gupta, 2021). Gatunki te przenoszone s3 przez kleszcze twarde
zrodzaju Ixodes. Druga grupa obejmuje 25 gatunkéw kretkow wywolujacych goraczki
powrotne (ang. relapsing fever, RF), ktére sg zazwyczaj przenoszone przez kleszcze migkkie
Argasidae, a takze przez wszy oraz niektore gatunki kleszczy twardych. Wsrdd przedstawicieli
tej grupy wymienia si¢ nowo pojawiajacy si¢ patogen - Borrelia miyamotoi. Cho¢ nalezy on do
tej drugiej grupy kretkow, stanowi on wyjatek, poniewaz jako jedyny przenoszony jest przez
kleszcze twarde z rodzaju Ixodes — te same, ktore odpowiadajg za transmisj¢ boreliozy (Kubiak
11n., 2021; Stanek 1 Reiter, 2011).

Kiedy kleszcz Zeruje na zakazonym kregowcu, kretki Borrelia s przyciagane do miejsca
wktucia przez sygnaty chemotaktyczne. Jelito kleszcza jest poczatkowym miejscem kolonizacji
tego patogenu. Aby przetrwaé w organizmie wektora, kretki muszg przezwycigzyd

mechanizmy odporno$ciowe oraz procesy trawienia endocytarnego zachodzace w komorkach
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nabtonka jelita. Wiekszo$¢ kretkdw pozostaje w swietle jelita przez caty czas trwania procesu
linienia kleszcza. Pdzniej migruja przez hemolimfe w kierunku gruczotow §linowych pasozyta.
Aby ulatwi¢ kolonizacje 1 przetrwanie w jelicie, B. burgdorferi wyewoluowat zlozone
mechanizmy modulujace $srodowisko jelita. Kretki znajdujace si¢ w gruczotach §linowych
kleszcza jeszcze przed rozpoczeciem zerowania nie wykazuja zdolnos$ci do zakazenia. Bakterie
zdolne do infekcji zazwyczaj docieraja do gruczotow $linowych dopiero po okoto 60-72
godzinach od momentu wklucia si¢ kleszcza w skore zywiciela. Stamtad sg transmitowane do
organizmu zywiciela (Franta 1 in., 2010; Gilmore i Piesman, 2000; Kurokawa i in., 2020;
Murfin i in., 2019).

Podczas zerowania kleszcza niektére czasteczki pochodzace od zywiciela moga
oddziatywaé z uktadem odporno$ciowym pasozyta. Plazminogen pochodzacy od zywiciela
pomaga kretkom unika¢ odpowiedzi immunologicznej kleszcza i utatwia ich migracje przez
nabtonek jelitowy. Niedawno wykazano, ze aktywno$¢ szlaku JAK/STAT moze by¢
modulowana przez czasteczki zywiciela. IFN-y nabyty podczas pobierania krwi myszy
zakazonej Borrelia, aktywuje STAT, co prowadzi do indukcji ekspresji peptydu
przeciwdrobnoustrojowego Dae2. Peptyd ten kontroluje populacje Borrelia w jelicie
zakazonego kleszcza (Coleman i in., 1997; Smith i in., 2016).

Badania prowadzone na kleszczach I. scapularis wykazaly, ze wraz z krwig zakazonych
zywicieli pobierane sa zardwno kretki, jak i IFN-y. W $wietle jelita kleszcza, IFN-y pobrany od
zywiciela indukuje ekspresje Rho-podobnej GTPazy I scapularis (ang. Rho-like GTPase,
IGTPaza) oraz indukuje w sposéb zalezny od STAT ekspresje peptydu Dae2. Dziata on jako
posrednik, ktéry sygnalizuje nadchodzaca infekcje B. burgdorferi. Co ciekawe, ekspresja
IGTPazy byta indukowana tylko podczas nabywania patogenu od myszy zakazonych. Odkrycie
to sugeruje istnienie mechanizmu koewolucyjnego, ktory pozwala stawonogom-wektorom
identyfikowa¢ zakazonych zywicieli 1 inicjowa¢ mechanizmy obronne, ograniczajace
proliferacje potknigtych patogenéw w srodowisku wektora. Wyniki te wskazuja na istnienie
konserwatywnej komunikacji migedzygatunkowej, w ktorych IFN-y oraz IGTPazy odgrywaja
kluczowa role w aktywacji mechanizmoéw odpornosci kleszczy w odpowiedzi na infekcje
wystepujacag u ssaczego zywiciela (Smith 1 in., 2016). Rodzina matych GTPaz, w tym Rho-
GTPazy, reguluje krytyczne funkcje we wszystkich organizmach eukariotycznych. Kontroluja
one podstawowe procesy, takie jak morfogeneza, migracja i podziat komorek oraz odpowiedz
immunologiczna. Wykazano, ze cze$¢ IGTPaz odgrywa kluczowa role w fagocytozie.

U stawonogdw Rho-GTPazy posrednicza w licznych procesach komorkowych, w tym

19|Strona



Rozprawa doktorska
mgr inz. Magdalena Szczotko

w mechanizmach obronnych, a takze wplywaja na $ciezki sygnatowe prowadzace do zmian
ekspresji genow (Jaffe 1 Hall, 2005, Shandala i Brooks, 2012, Smith i Pal, 2014, Smith i in.,
2016). Genom 1. scapularis koduje co najmniej 14 domniemanych i pokrewnych genéw Rho.
Sposréd nich tylko IGTPaza jest indukowana u kleszczy zywiagcych si¢ na zakazonych
myszach, co sugeruje udziat tego genu w odpornosci Ixodes przeciwko kretkom. Ekspresja
genu IGTPazy pozostawata podwyzszona w organizmach kleszczy trakcie zerowania na
zakazonych zywicielach oraz po ich nasyceniu krwig. Wyciszenie genu IGTPazy zwicksza
podatnos$¢ kleszczy na infekcje kretkami, co potwierdza jej wazne znaczenie immunologiczne.
Dostepne informacje na temat regulacji transkrypcyjnej Rho-GTPaz u kleszczy oraz ich udziatu
w odpornosci i fizjologii pozostaje ograniczona (Smith i in., 2016).

Wykazano, ze zaburzenie rownowagi mikrobioty jelitowej larw kleszczy I. scapularis
prowadzi do obnizenia ekspresji STAT oraz do ograniczonej kolonizacji oraz ostabionej adhezji
B. burgdorferi do $wiatla jelita. Spadek poziomu STAT skutkuje zmniejszona ekspresja
perytrofiny — kluczowego sktadnika strukturalnego btony perytroficznej, oddziela §wiatto jelita
od nabtonka. Zachowanie integralnosci tej blony jest niezbedne dla skutecznej kolonizacji
nabtonka jelitowego przez B. burgdorferi. Dane sugeruja na funkcjonalne powigzanie
pomiedzy mikrobiotg jelitowa, sygnalizacja STAT oraz kolonizacja patogenu (Narasimhan 1
in., 2014).

Wyniki badan zespotu Shaw i in. (2017) wskazuja, ze infekcja B. burgdorferi prowadzi
do aktywacji szlaku IMD, jednak szczegdly tej odpowiedzi pozostajg nie do konca poznane.
Konieczne s3 dodatkowe badania w celu identyfikacji efektorowych AMPs, ktore potencjalnie
zaangazowane s3 w eliminowanie i1 hamowanie namnazania B. burgdorferi. Ponadto,
zastosowanie interferencji RNA (ang. RNA interference, RNAi1) w celu wyciszenia genéw
kleszczy zaangazowanych w szlak sygnalizacyjny IMD (takich jak caspar, relish, uevia
1 bendless; Ryc. 1C) prowadzito do zwigkszenia poziomu kolonizacji kleszczy przez
B. burgdorferi po zerowaniu na zakazonych myszach (Kurokawa i in., 2020; McClure Carroll
11n., 2019; Shaw 1 in., 2017). Mimo tego, ze B. burgdorferi aktywuje szlaki JAK/STAT i IMD,
mechanizmy te nie sg3 w stanie wyeliminowa¢ kretkow z organizmu kleszcza. Niewiele
wiadomo na temat tego, w jaki sposob B. burgdorferi omija te szlaki sygnalowe w jelicie
kleszcza. Lepsze zrozumienie molekularnych podstaw  wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej kleszczy, interakcji migdzy wektorem a patogenem oraz ich wpltywu na

przetrwanie drobnoustrojow moze przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych celow
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molekularnych, ktéorych modulacja pozwolitaby zaktoci¢ cykl zyciowy B. burgdorferi
(Kurokawa 1 in., 2020).

Wiadomo, ze genom B. burgdorferi koduje kilka bialek kontrolujacych aktywacje
odpowiedzi immunologicznej u ssakow podczas transmisji patogenu (Bernard i in., 2018). Nie
wiadomo jednak czy bakteria ta koduje biatka, ktére uposledzaja szlaki odpowiedzi
immunologicznej kleszczy. Mozliwym mechanizmem tlumienia aktywacji ukfadu
immunologicznego kleszczy jest tworzenie bezkomorkowej bariery jelitowej, zwanej ,,siecig
dityrozyny” (ang. dityrosine network, DTN) zaleznej od aktywacji dwufunkcyjnej oksydazy
NADPH o aktywnosci oksydazowej i peroksydazowej (ang. dual oxidase, duox). Podobnie jak
u innych stawonogoéw, udowodniono, ze genom /. scapularis koduje duox oraz co najmniej 16
potencjalnych biatek peroksydazy, z ktorych jedno wraz z duox zostato uznane za niezbedne
do tworzenia DTN. U komaréw Anopheles gambiae tworzenie DTN podczas pobierania krwi
ogranicza odpowiedz immunologiczng, co moze chroni¢ pozyteczng mikroflorg jelitowa przed
zaburzeniami. Wyciszenie gen6w duox lub genu kodujacego peroksydaze uposledza tworzenie
DTN, co powoduje aktywacj¢ odpowiedzi immunologicznej kleszczy 1 zmniejszenie
kolonizacji przez B. burgdorferi (Kumar i in., 2010; Kurokawa i in., 2020; Yang i in., 2014).
Obecnos¢ lub brak DTN wplywa zatem na przezywalnos¢ patogenow w jelicie kleszcza.
Niewyksztatcenie tej bariery prowadzi do aktywacji ekspresji specyficznych genow wrodzonej
odpornosci kleszczy, co potencjalnie skutkuje obnizeniem liczebnosci kretkow. Wyciszenie
duox zwieksza rowniez aktywnos$c¢ syntazy tlenku azotu. Produkcja reaktywnych form azotu to
dodatkowy mechanizm ochronny, ktérego kleszcze uzywaja do kontrolowania patogendw,
takich jak B. burgdorferi (Kurokawa i in., 2020; Yang i in., 2014).

Patogeny s3a przenoszone na zywiciela wraz ze $ling kleszczy podczas Zerowania.
Zerowanie to dynamiczny proces, ktory obejmuje penetracje naskorka, trawienie tkanek,
rozszerzanie naczyh wlosowatych, zapobieganie krzepnigciu i1 tlumienie odpowiedzi
immunologicznej w miejscu wktlucia. Istotng rolg¢ w tych procesach biorg biatka wstrzykiwane
do ciata zywiciela obecne w §linie kleszczy (Anderson i Magnarelli, 2008; Francischetti, 2009).
Sktad §liny zmienia si¢ w zaleznos$ci od etapu zycia kleszcza, rodzaju zywiciela, a takze podczas
karmienia, aby dostosowa¢ si¢ do zmieniajgcych si¢ warunkéw napotykanych podczas
zerowania (Ribeiro i in., 2006; Valenzuela i in., 2002). Wrodzone mechanizmy obronne skory
zywiciela stanowig gldéwna przeszkode, ktora kleszcze musza pokonac, aby skutecznie pobrac¢
krew. Dlatego kleszcze rozwingly strategie modulowania reakcji immunologicznej zywiciela

(Anderson 1 Magnarelli, 2008; Kurokawa 1 in., 2020). Pierwszymi komorkami rekrutowanymi
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do ogniska ostrego stanu zapalnego sg neutrofile. Udowodniono, ze kleszcz wstrzykuje do
skory zywiciela biatko slinowe SALP25D (ang. salivary protein 25D), ktére thumi miejscowy
stan zapalny. Ponadto autorzy badania wykazali, ze SALP25D jest biatkiem
antyoksydacyjnym, ktore neutralizuje reaktywne formy tlenu wytwarzane przez aktywowane
neutrofile (Das i in., 2001). Badania te wykazaty rowniez, ze wyciszenie biatka SALP25D
w 1. scapularis uposledzato nabywanie B. burgdorferi (Narasimhan i in., 2007). Ponadto, dwa
wydzielane biatka §linowe, ISL929 i ISL1373, zmniejszaja naptyw neutrofili, co zapewnia
korzystne warunki transmisji B. burgdorferi, stanowiac kolejny przyktad transmisji
wspomaganej przez §ling (Guo 1 in., 2009). Innym unikalnym przyktadem jest biatko SALP15,
ktore promuje transmisj¢ B. burgdorferi poprzez bezposrednie wigzanie si¢ z kretkiem.
SALP15 wigze si¢ rowniez z limfocytami T CD4+ i hamuje ich aktywacje¢ oraz szlaki

sygnalizacyjne zalezne od interleukiny 2 (IL-2) (Anguita i in., 2002).

Defensyny kleszczy

Defensyny, wsrod AMPs, sa najlepiej poznang i najszerzej opisang grupga, zardwno
u roznych gatunkow kleszczy twardych (Ixodidae), jak i kleszczy migkkich (Argasidae) (Wu
1in., 2022). Pierwsza opisang defensyn¢ oczyszczono z hemolimfy kleszcza Ornithodoros
moubata. Jej czgSciowa sekwencja wykazata 100% homologii z defensyng skorpiona o masie
czasteczkowej 4 kDa (van der Goes van Naters-Yasui 1 in., 2000). Ekspresj¢ defensyn
potwierdzono w réznych tkankach przedstawicieli wielu gatunkow tych pajeczakow (Pelc i in.,
2014). Stanowig one jedng z najbardziej zroznicowanych grup AMPs u kleszczy. Defensyny
1ich izoformy zostaly juz scharakteryzowane u wielu rodzajow kleszczy, w tym Ixodes
(Cabezas-Cruz i in., 2019; Hynes i in., 2005) i Dermacentor (Chrudimska i in., 2014; Johns,
Sonenshine, i in., 2001). Do tej pory poznano jedynie jedng izoforme genu kodujacego
defensyn¢ u D. reticulatus. Natomiast w przypadku 1. ricinus zidentyfikowano az osiem
roznych defensyn: Defl, Def2 and DefMT2-7 (Chrudimska i in., 2014; Tonk, Cabezas-Cruz,
Valdés, Rego, Rudenko, i in., 2014).

Defensyny syntetyzowane s3 w formie nieaktywnych propeptydow, ktorych funkcja
biologiczna nie jest znana (Tonk, 2014). Dojrzate defensyny to bogate w cysteing, cykliczne
peptydy o masie czasteczkowej 3-6 kDa. Wigkszos$¢ z nich wykazuje charakter kationowy, cho¢
opisano rowniez nieliczne formy anionowe. Zbudowane sg z 38—39 reszt aminokwasowych,
z czego 68 to reszty cysteinowe. Czasteczki posiadaja 3-4 mostki disiarczkowe, przy czym
pary: Cys1-Cys4, Cys2-Cys5 1 Cys3-Cys6 tworzg wysoce konserwatywny motyw strukturalny

CSaf (o-helisa 1 p-harmonijka stabilizowane mostkami disiarczkowymi pomigdzy
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konserwatywnymi resztami cysteiny, ang. cysteine-stabilized a-helix and B-sheet), ktory jest
kluczowy dla ich wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych (Ryc. 4) (Chrudimska i in., 2010,
2011; Isogai i in., 2011; Taylor, 2006; Tonk, Cabezas-Cruz, Valdés, Rego, Chrudimska, i in.,
2014; Wang i Zhu, 2011).

Rycina 4. Struktury trzeciorzedowe defensyn: A — defensyna 1 I. ricinus (Q7YXKS5), B — defensyna 2
I ricinus (Q2HYY9) i C — defensyna D. reticulatus (ACJ04434). Modele wygenerowano przy uzyciu
Swiss-Model Protein Modeling Server (http://swiss-model.expasy.org). Charakterystyczne a-helisy i -
harmonijki stabilizowane mostkami disiarczkowymi pomigdzy konserwatywnymi resztami cysteiny
(motywy CSaf), ktore sa kluczowe dla ich wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych zaznaczone sa

odpowiednio kolorem fioletowym i zielonym.

Badania wykazaty, ze prawidtowe faldowanie defensyn ma bardzo istotne znaczenie dla
ich wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych. Liniowa posta¢ defensyny kleszczy 1. persulcatus
wykazywata nizsza aktywno$¢ przeciwbakteryjng niz jej prawidlowo sfaldowana,
trojwymiarowa forma (Isogai i in., 2011). Dodatkowo, obecnos¢ mostkéw disiarczkowych
nadaje tym peptydom wysoka stabilno$¢ termiczng, odporno$¢ na zmiany pH i proteolizg
(Shafee i in., 2017; Wu i in., 2022). Wiadomo, ze budowa, mechanizm dziatania i1 regulacja
syntezy defensyn r6znig si¢ pomiedzy poszczeg6lnymi gatunkami kleszczy (Ryc. 4) (Tonk,
2014).

Defensyny kleszczy majg szerokie spektrum dziatania przeciwdrobnoustrojowego,
atakuja glownie bakterie Gram+. Niektore izoformy sg rowniez aktywne przeciwko bakteriom
Gram—, grzybom, wirusom i pierwotniakom (Cabezas-Cruz i in., 2016; Liiin., 2021). Ponadto,
defensyny I ricinus wykazuja aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa roéwniez wobec
Plasmodium falciparum, czynnika etiologicznego malarii (Cabezas-Cruz 1 in., 2016). Celem

kationowych AMPs sg btony cytoplazmatyczne bakterii. Poczatkowe wigzanie tych peptydow
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opiera si¢ na drodze oddzialywan elektrostatycznych, co prowadzi do rozerwania btony,
a w konsekwencji do lizy komorki i $mierci bakterii. Przypuszcza si¢, ze defensyny oraz inne
kationowe AMPs moga oddziatywac rowniez z innymi biomolekutami, takimi jak enzymy lub
kwasy nukleinowe (Wu 1 in., 2022). Innym wyjas$nieniem dziatania przeciwbakteryjnego jest
depolaryzacja btony cytoplazmatycznej mikroorganizmu (Chrudimska i in., 2010). Ponadto
wykazano, ze kationowe AMPs selektywnie moduluja odpowiedZz immunologiczng zwyciela

(Mookherjee i Hancock, 2007).

Longicyna, defensyna zidentyfikowana u kleszczy Haemaphysalis longicornis hamuje
proliferacje merozoitow obecnych w erytrocytach podczas infekcji Babesia equi. Babesia spp.
sg czynnikiem etiologicznym babeszjozy — choroby odkleszczowej atakujacej zwierzeta
gospodarskie. Badania in vivo wykazaly, ze longicyna indukuje redukcje parazytemii
u zwierzat podczas zakazenia B. microti (Galay i in., 2012; Tsuji i in., 2007). Transmisyjna
mikroskopia elektronowa Micrococcus luteus traktowanych defensyng kleszczy wykazata lize
btony cytoplazmatycznej i wyciek zawarto$ci cytoplazmy komorkowej. Odkrycia sugeruja, ze
gléwnym mechanizmem dziatania tych peptydow jest liza bakteryjnej btony cytoplazmatyczne;j
(Nakajimaiin., 2003). Kleszcze Dermacentor marginatus nie transmitujg kretkéw z kompleksu
B. burgdorferi s. 1. Defensyna tego kleszcza ma dzialanie przeciwbakteryjne przeciwko
Borrelia, co sugeruje jej role w eliminacji kretkdw pobranych wraz z krwig (Chrudimska i in.,
2014). Badanie przeprowadzone przez Rudolf i Hubalek (2003) wykazato, ze ekstrakty
z gruczotdéw slinowych 1 jelita sSrodkowego kleszcza D. reticulatus wptywaja na kretki Borrelia
garinii w warunkach in vitro. Oba ekstrakty oddzialuja na ruchliwos$¢ kretkéw, natomiast
ekstrakt z gruczotéw S$linowych dodatkowo zmienia ich morfologie. Wyniki te sugeruja
istnienie potencjalnego mechanizmu regulacyjnego w interakcji migdzy kleszczem
a patogenem.

Pomimo znaczenia defensyn, dostgpnych jest niewiele informacji na temat mechanizméw
regulacji ich syntezy, jak omowiono powyzej. W zwigzku z tym niezbedne sg dalsze badania
nad AMPs kleszczy, aby lepiej zrozumie¢ ich role w kontroli r6znych patogenow (Fogaga i in.,

2021).
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2. Cel, hipotezy i zadania badawcze

Pierwszym celem szczegdélowym niniejszej pracy byto okreslenie korelacji pomigdzy
poziomem ekspresji wybranych genéw odpornosci wrodzonej kleszczy a obecnoscia
patogenow chorobotwoérczych u I ricinus 1 D. reticulatus. Organizmy kleszczy, podobnie jak
wszystkich innych organizméw wielokomorkowych, muszg skutecznie eliminowaé lub
ogranicza¢ namnazanie si¢ patogenow w swoim ciele. Dla kleszczy jest to szczegdlnie trudne,
poniewaz podczas odzywiania si¢ pobieraja one duze ilosci krwi, potencjalnie zawierajacej
mikroorganizmy chorobotworcze. W obronie przed infekcjami stawonogi polegaja na
mechanizmach odpornos$ci wrodzonej, w ktorej kluczowa role odgrywaja szlaki sygnalizacji
immunologicznej oraz synteza licznych AMPs, sposrdéd ktorych defensyny odgrywaja
szczegolnie istotng role.

W zwigzku z powyzszym, w Publikacji 1 skupiono si¢ na poréwnaniu poziomu ekspresji
genow kodujacych dwie najlepiej poznane defensyny kleszcza I. ricinus (defl i def2) oraz
jedynej dotychczas poznanej defensyny kleszcza D. reticulatus (defDr) w obecnosci
patogenow: Borrelia spp. A. phagocytophilum, Babesia spp. Rickettsia spp. oraz N. mikurensis
(Publikacja 1: Szczotko 1 in. 2024).

Ekspresja peptydéw AMPs jest kontrolowana przez okreslone szlaki sygnatowe. Cho¢
szlak JAK/STAT u kleszczy pozostaje stabo poznany, dostgpne dane sugeruja jego
funkcjonalno$¢ 1 istotng role w odpowiedzi immunologicznej przeciwko patogenom
(Narasimhan 1 in., 2014; Smith 1 in., 2016). Kleszcze I. ricinus sa wektorami patogenow
o znaczeniu medycznym i weterynaryjnym, w tym kretkow B. burgdorferi s. 1.

W niniejszych badaniach, w ramach realizacji drugiego celu szczegétowego, podjeto
probe okreslenia zmian profilu ekspresji genéw szlaku JAK/STAT w wybranych tkankach
kleszczy I ricinus w obecno$ci kretkow wywolujacych LB. W zwiagzku z tym, Ze szlak
JAK/STAT reguluje ekspresje AMPs, a defensyny sa zaliczane do najwazniejszych elementow
odpornosci wrodzonej kleszczy, przedmiotem badan byto okreslenie zmian ekspresji gendw
trzech AMPs zaliczanych do grupy defensyn: defensyny 1, defensyny 2 i ricinusiny w waznych
immunologicznie tkankach kleszczy: $liniankach i jelicie. Zbadano rowniez ekspresje genu
kodujacego lizozym. Wykazano, ze kompleks defensyny kleszczy D. variabilis 1kurzego
lizozymu posiada dziatanie przeciwdrobnoustrojowe wobec kretkow Borrelia spp. Peptydy
zastosowane oddzielnie nie wykazywaty takiego efektu. Interesujagcym jest jaka rolg peini
lizozym kleszczy w odpowiedzi na patogeny (Johns, Ohnishi, i in., 2001; Johns, Sonenshine,

1in., 2001) (Publikacja 2: Szczotko i in. 2025).
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Badania miaty na celu zbadanie mechanizméow ekspresji gendw odpornosci wrodzone;j
kleszczy bedacej istotnym elementem odpornosci bezkregowcé4w. Fragmentaryczne dane
literaturowe pozwolity na sformutowanie nastepujacej hipotez badawczych:

1. Poziom ekspresji gendw defensyn wzrasta wraz z obecno$cig patogennych bakterii
w ciele kleszczy (Publikacja 1: Szczotko 1 in. 2024).

2. Poziom ekspresji gendow AMPs 1 JAK/STAT wzrasta 1 rozni si¢ pomigdzy wybranymi
tkankami kleszczy, w ktorych wykryto obecno$¢ B. burgdorferi s. 1. a tymi, w ktorych
ich nie stwierdzono (Publikacja 2: Szczotko i in. 2025).

W celu weryfikacji postawionych hipotez zaplanowano nast¢pujace zadania badawcze:

1. Okreslenie poziomu ekspresji genow wybranych defensyn w kleszczach I ricinus
i D. reticulatus w obecnosci Borrelia spp., A. phagocytophilum, Babesia spp.,
Rickettsia spp. oraz N. mikurensins (Publikacja 1: Szczotko 1 in. 2024).

2. Okreslenie poziomu ekspresji wybranych genow AMPs 1 gendow szlaku JAK/STAT
w tkankach kleszczy I. ricinus w obecno$ci krgtkow B. burgorferi s. 1. (Publikacja 2:
Szczotko i in. 2025).
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3. Materialy i metody

Zadanie 1

Okreslenie poziomu ekspresji genow wybranych defensyn w  kleszczach 1. ricinus
i D. reticulatus w obecnosci Borrelia spp., A. phagocytophilum, Babesia spp., Rickettsia spp.
oraz N. mikurensins (Publikacja 1: Szczotko i in. 2024):

Material badawczy

Materiat badawczy stanowily kleszcze I. ricinus 1 D. reticulatus zebrane ze srodowiska
metoda flagowania (Espada i in., 2021) oraz kleszcze pasozytujace na psach przebywajacych
w schronisku w Tomarynach. Kleszcze wolnozyjace pozyskiwano w latach 2021 12022
w okresie od kwietnia do pazdziernika na terenach miejskich i podmiejskich wojewodztwa
Warminsko-Mazurskiego w potnocno-wschodniej Polsce. Wszystkie badane osobniki zostaty
oznaczone stosujac klucz taksonomiczny (Nowak-Chmura, 2013). Lacznie zbadano
428 kleszczy (Tabela 1). Do momentu dalszych analiz materiat badawczy byl przechowywany

w buforze StayRNA™ (A&A Biotechnology, Gdynia, Polska) (Ryc. 5).
Izolacja RNA/DNA

Kwasy nukleinowe z kleszczy wolnozyjacych ekstrahowano z catych osobnikow przy
uzyciu odczynnika NZYol (NZYTech, Lizbona, Portugalia) zgodnie z instrukcja producenta.
Kleszcze napetnione krwig przecinano wzdhluz ciata sterylnym skalpelem 1 dzielono na dwie
czgsci. Nastepnie RNA 1 DNA izolowano oddzielnie z uzyskanych czesci ciata kleszcza,
stosujac zestawy Total RNA Mini Plus (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska) i Genomic
Micro AX Tissue Gravity (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska). [lo$¢ oraz stopief czystosci
uzyskanego RNA 1 DNA okreslono spektrofotometrycznie przy uzyciu NanoDrop 1000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Dla potwierdzenia uzyskanych wynikow
zastosowano rowniez Tecan Infinite M200 (Tecan Group Ltd., Ménnedorf, Szwajcaria).
Dodatkowo, w celu oceny jakos$ci uzyskanego DNA 1 wykrycia potencjalnej inhibicji
przeprowadzona zostata reakcja tahcuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR)
genu 16S rDNA kleszczy przy uzyciu PCR Mix Plus Green (A&A Biotechnology, Gdansk

Polska) zgodnie z warunkami opisanymi przez Black 1 Piesmant (1994).
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Tabela 1. Ilo$¢ osobnikéw poddanych analizie w Zadaniu 1

Kleszcze wolnozyjace

Gatunek Samice Samce Nimfy Suma
L ricinus 61 45 23 129
D. reticulatus 44 52 - 96
Suma 105 97 23 225

Kleszcze zebrane z psow

Gatunek Samice Samce Nimfy Suma
L ricinus 77 7 - 84
D. reticulatus 104 15 - 119
Suma 181 22 203

Wykrywanie patogenow Borrelia spp., A. phagocytophilum, Babesia spp., Rickettsia spp.

oraz N. mikurensis w kleszczach 1. ricinus i D. reticulatus

Wykrywanie Borrelia spp., Rickettsia spp., Babesia spp. przeprowadzono przy uzyciu
jednostopniowej reakcji PCR. W celu detekcji 4. phagocytophilum zastosowano wewnetrzny,
dwustopniowy PCR (ang. nested Polymerase Chain Reaction, nPCR) z zastosowaniem dwoch
par starterow. Obecno$¢ N. mikurenisis zostala zbadana za pomocg iloSciowej reakcji
fancuchowej polimerazy (ang. quantitative Polymerase Chain Reaction, qPCR). W celu
wyznaczenia optymalnego st¢zenia matrycy, granicy wykrywalno$ci materialu genetycznego
jak rowniez potencjalnej interferencji w PCR 1 obecnosci inhibitoréw kazdg z przytoczonych
metod zweryfikowano poprzez przeprowadzenie amplifikacji z serig rozcienczen matrycy (od
1 pg do 0,1 pg) przy uzyciu odpowiednich starterow. Niezaleznie od reakcji, mieszanina
reakcyjna o objetosci 25 pl zawierata: 12,5 pul PCR Mix Plus Green (A&A Biotechnology,
Gdansk, Polska), 10,5 ul wody wolnej od nukleaz, 0,5 pl kazdego startera (10 uM) 1 1 pul (100
ng) matrycy. W przypadku kontroli negatywnej zamiast DNA wyizolowanego z kleszczy
dodawano 1 pl wody wolnej od nukleaz. Dla kazdej reakcji zastosowano kontrolg pozytywna,
ktora stanowit oczyszczony produkt reakcji PCR, w ktorym potwierdzono obecno$¢ patogenu
za pomocg metody sekwencjonowania. Detekcje Borrelia spp. prowadzono za pomocg staterow
SL1/SL2 specyficznych do fragmentu genu biatka powierzchniowego (ospA) na podstawie
warunkow reakcji opisanych przez Demaerschalck 1 in. (1995). Do wykrycia materiatu
genetycznego Rickettsia spp. zastosowano startery CS409/Rpl1258 komplementarne do

fragmentu genu syntazy cytrynianowej (glt4), zgodnie z protokotem opisanym przez Roux 1 in.
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(1997). Obecnos¢ Babesia spp. potwierdzono przy uzyciu starterow BJ1/BN2 specyficznych
do fragmentu genu kodujacego 18S rRNA wedtlug protokotu opisanego przez Casati i in.
(2006). Detekcje A. phagocytophilum w materiale genetycznym kleszczy potwierdzono metoda
nPCR z uzyciem dwoch zestawow starterow komplementarnych do fragmentu genu 16S rRNA
- ge3a/gelOr oraz ge9f/ge2 zgodnie z warunkami reakcji opisanymi przez Massung 1 in. (1998).
Kazda reakcja byta przeprowadzana z zastosowaniem zaréwno proby negatywnej w ktorej
zamiast matrycy dodawano wode jak i pozytywnej. Kontrolg pozytywna stanowity proby,
w ktérych wykryto obecnos$¢ docelowego patogenu, a specyficzno$¢ uzyskanego produktu
zostala potwierdzona metodg sekwencjonowania. Szczegotowe dane dotyczqce zastosowanych
starterow dostepne sq Tabeli 1 w publikacji 1.

Detekcja produktow amplifikacji DNA bakterii przeprowadzona zostata w 2% zelu
agarozowym, z dodatkiem SimplySafe™ (EURXx, Gdansk, Polska). Rozdziat elektroforetyczny
prowadzono przy napieciu 60 V przez 10 minut, a nastepnie przy napieciu 100V przez 35 minut
w urzadzeniu firmy w aparacie firmy BIO-RAD.

Reakcje qPCR (N. mikurensis) przeprowadzono w systemie QuantStudio™ 3 Real-Time
PCR System firmy Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Mieszanina reakcyjna o objetosci 10 pl zawierata: 5 ul SYBR Green Mix (Bio-Rad, Hercules,
Kalifornia, Stany Zjednoczone), po 0,2 pl kazdego ze starteréw (10 uM), 1 pl matrycy cDNA
(100 ng) i 3,6 ul wody wolnej od nukleaz. Krzywe wzorcowe zostaly wygenerowane przy
uzyciu osmiokrotnych seryjnych rozcieficzen z komercyjnie zsyntetyzowanym fragmentem
genu 16S rRNA N. mikurensis, gBlocks® (IDT-Integrated DNA Technologies, Leuven,
Belgia). N. mikurensis u kleszczy zebranych ze srodowiska i napitych krwig przeprowadzono
odpowiednio przy uzyciu cDNA i1 DNA. Reakcje qPCR przeprowadzono w warunkach
opisanych w  poprzednim badaniu (Szczotko 1 in., 2023), stosujgc startery
NEO 16S F/NEO 16S R opracowane przez Sandelin 1 in. (2015) w celu amplifikacji
sekwencji genu 16S rRNA.

W celu potwierdzenia otrzymanych wynikow, wybrane produkty oczyszczono przy
uzyciu zestawu Clean-up (A&A Biotechnology, Gdynia, Polska), zgodnie z procedurg
producenta. Oczyszczone proby poddane zostaty sekwencjonowaniu w firmie Macrogen
(Amsterdam, Holandia). Po zloZzeniu sekwencji pordwnano je z danymi zarejestrowanymi
wbazie danych GenBank (http://www.ncbi.nih.gov/Genbank) za pomoca programu BLAST-
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) (Ryc. 5).
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Rycina 5. Schemat badawczy Zadania 1. Grafika zostata opracowana w programie BioRender

(https://app.biorender.com/).

Ekspresja genow defensyn w kleszczach 1. ricinus i D. reticulatus

Ekspresje gendw kodujacych defensyny 1. ricinus (def1 i def2) oraz D. reticulatus (defDr)
w materiale genetycznym kleszczy, w ktorym wykryto obecno$¢ jednego lub wigcej
patogendéw, okreslono za pomoca metody Real-Time PCR. Jako kontrole wykorzystano
materiat genetyczny, w ktorym nie stwierdzono obecno$ci zadnego z analizowanych
patogenow.

Pierwszy etap stanowita odwrotna transkrypcja przeprowadzona przy uzyciu zestawu RT
PCR Mix SYBR® (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska), zgodnie z instrukcja producenta.
Uzyskane cDNA postuzylo jako matryca reakcji qPCR. W sklad mieszaniny reakcyjnej
wchodzito: 1 ul (100 ng) cDNA, 5 ul SYBR Green PCR-MIX 1 0,15 ul ROX, 3,85 pl wody
wolnej od nukleaz. Wszystkie proby poddano analizie w trzech powtorzeniach w systemie
QuantStudio™ 3 Real-Time PCR firmy Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA).

W badaniach jako geny referencyjne postuzyly: gen aktyny (ACT) oraz gen czynnika
elongacyjnego 1 (EF-1). Optymalizacja reakcji zostata przeprowadzona przy uzyciu metody
krzywej standardowej, opracowanej na podstawie prob z rozcienczeniami catkowitego RNA

o znanym stezeniu. Uzyskane wyniki zostaly znormalizowane w stosunku do poziomu
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ekspresji dwoch gendw referencyjnych oraz w stosunku do kontroli, ktorg stanowit materiat
genetyczny kleszczy, w ktorym nie potwierdzono obecnosci zadnego z badanych patogenow.
Wyniki zostaly przedstawione w jednostkach umownych stosujac metode 224¢T (Livak
1 Schmittgen, 2001).

Szczegotowe dane dotyczqce zastosowanych starterow dostepne sq Tabeli 2 w publikacji 1.
Analiza statystyczna

Grupy liczagce mniej niz 10 osobnikéw zostaty wykluczone z analizy statystycznej i nie
zostaty uwzglednione na wykresach. Analiza poréwnawcza ekspresji genéw defensyn zostata
przeprowadzona w odniesieniu do obecnosci konkretnych gatunkéw patogenow, stadiow
rozwojowych kleszczy, fazy zerowania, a takze w zaleznosci od liczby wykrytych patogenow
— poréwnano osobniki zakazone jednym patogenem z tymi, u ktoérych stwierdzono obecnosé¢
dwoch lub wigcej patogendow. Dane analizowano przy uzyciu GraphPad Prism 8.0 (GraphPad
Software, Kalifornia, USA) 1 Statistica 13.3 (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA). Uzyskane
warto§ci ACq poddano analizie statystycznej. Normalno$§¢ uzyskanych wartosci ACq
potwierdzono za pomoca testu Shapiro—Wilka (Shapiro i Wilk, 1965). Do oceny réznicy
pomigdzy $rednimi poréwnywanych grup wykorzystano analize wariancji (ANOVA) lub jej

nieparametryczny odpowiednik. Wartosci P < 0,05 uznano za istotne statystycznie.

Zadanie 2
Okreslenie poziomu ekspresji wybranych genow AMPs i genow szlaku JAK/STAT w tkankach
kleszczy I. ricinus w obecnosci kretkow B. burgorferi s. I. (Publikacja 2: Szczotko 1 in. 2025):

Materiatl badawczy

Materiat badawczy stanowito 50 dorostych samic 1. ricinus zebranych ze srodowiska za
pomoca metody flagowania (Espada 1 in., 2021). Osobniki odtawiano na terenach miejskich
wojewodztwa Warminsko-Mazurskiego w okresie od kwietnia do pazdziernika 2023 roku
w godzinach od 9.00 do 16.00. Kleszcze do czasu analiz molekularnych byly przechowywane
w buforze STAY RNA™ (A&A Biotechnology, Gdynia, Polska). Wszystkie osobniki, ktore
zostaly poddane analizie zidentyfikowano wedtug gatunku, pfci i stadium rozwojowego przy

uzyciu klucza taksonomicznego (Nowak-Chmura, 2013).
Izolacja RNA

Przed rozpoczeciem izolacji materiatlu genetycznego, kleszcze trzykrotnie przeptukano

sterylnym roztworem NaCl o stezeniu 0,9%. Nastepnie kazdy osobnik zostal poddany sekcji,
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podczas ktorej wyodrebniono trzy grupy tkanek: gruczoty slinowe (SG), jelito srodkowe (MG)
oraz pozostate tkanki (REST). Sekcja tkanek zostata przeprowadzona w sterylnych warunkach
w kropli wody, przy uzyciu skalpela, pesety oraz binokularu. Materiat genetyczny z 150 probek
tkanek izolowano indywidualnie, stosujac odczynnik NZYol (NZYTech, Lizbona, Portugalia)
zgodnie z zaleceniami producenta. Stezenie uzyskanego RNA mierzono przy uzyciu urzadzenia

NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) (Ryc. 6).
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(SG) '

RNA cDNA
/ Odwrotna %
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> Jelito (
MG)
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Rycina 6. Zadanie 2 — Przygotowanie materiatu badawczego. Rycina wykonana w SciPainter

(http://www.scipainter.com/).
Wykrywanie B. burgdorferi s. l. w materiale genetycznym

RNA wyekstrahowane z tkanek kleszczy przepisano na cDNA za pomoca zestawu
TranScriba (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska), wykorzystujac rowng ilos¢ RNA (1 pg).
Jako$¢ 1 ilos¢ cDNA po procesie odwrotnej transkrypcji oceniono przy uzyciu urzadzenia
NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Dla potwierdzenia
uzyskanych wynikow zastosowano rowniez Tecan Infinite M200 (Tecan Group Ltd.,
Minnedorf, Szwajcaria). cDNA przeznaczone do dalszych analiz rozcienczono woda wolng od
nukleaz, aby uzyskac stezenie wynoszace 100 ng/pul. Obecno$¢ B. burgdorferi s. 1. analizowano
we wszystkich wyekstrahowanych probach cDNA. Kazda z nich poddano ilosciowej reakcji

fancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (TagMan Real-Time PCR). Detekcje
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B. burgdorferi s. 1. przeprowadzono z wykorzystaniem specyficznych starterow dla sekwencji
23S RNA (Bb23St/Bb23Sr) oraz sondy TagMan Bb23Sp, oznaczonej na koncu 5’ fluoroforem
FAM 1 na koncu 3’ wygaszaczem TAMRA. Gen 23S rRNA, bedacy celem amplifikacji, jest
wysoce konserwatywny wsérdd gatunkdéw Borrelia. Mieszanina reakcyjna do wykrywania
kretkow sktadata si¢ z 1 pul cDNA (100 ng), 5 pl mieszaniny RT PCR (A&A Biotechnology,
Gdansk, Polska), 0,2 ul sondy oraz 0,5 pul kazdego startera w st¢zeniu 10 umol. Do uzyskania
koncowej objetosci 10 pl probki uzupelniono woda wolng od nukleaz. Kazda préba byta
analizowana w trzech powtdrzeniach. Kazda reakcja qPCR byla przeprowadzana
z zastosowaniem zarOwno proby negatywnej w ktoérej zamiast matrycy dodawano wode jak
1 pozytywnej. Probe pozytywna stanowit materiat genetyczny wyizolowany z hodowli kretkow
B. burgdorferi s. 1. Reakcje PCR przeprowadzono zgodnie z protokolem opisanym przez

Ciceulli i in. (2019).
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Rycina 7. Pozytywny wynik reakcji qPCR wykrywajacej kretki B. burgdorferi s. 1. w probie numer
8 (cDNA jelita kleszczy I. ricinus). Obraz przedstawia sygnal wskazujacy na obecno$¢ materiatu
genetycznego kretkow.

Ekspresja genow szlaku JAK/STAT oraz AMPs

Analizie poddano ekspresje pieciu gendéw zaangazowanych w szlak sygnalowy
JAK/STAT kleszcza: JAK, STAT, transdukcyjnej czasteczki adaptorowej (ang. Signal
Transducing Adaptor Molecule, STAM), supresora sygnalizacji cytokin (ang. Suppressor of
Cytokine Signalling, SOCS) oraz biatkowego inhibitora aktywowanego STAT (ang. Protein
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Inhibitor of Activated STAT, PIAS). Ponadto analizowano cztery geny kodujace r6zne AMPs:
defensyn¢ 1 (defl), defensyne 2 (def2), lizozym (lzs) oraz ricinusinge (ric). Ekspresje
wymienionych gendéw zbadano w probkach, w ktorych potwierdzona zostata obecno$é¢
B. burgdorferis. 1. (Ryc. 7, 8).

Startery specyficzne do wymienionych genow szlaku, zostaly zaprojektowane
w programie  Primer3plus (https://www.primer3plus.com/index.html). Kazda metodg
zoptymalizowano pod katem doboru temperatury oraz st¢zenia matrycy. Wydajno$¢ qPCR
oszacowano za pomocg krzywej standardowej, uzyskanej z serii 10-krotnych rozcienczen
docelowej matrycy. Kazda krzywa standardowa obejmowata sze$¢ roznych stezen matrycy,
a skuteczno$¢ reakcji qPCR wynosila od 98% do 100% dla kazdego testu. Test qPCR
przeprowadzono w trzech powtorzeniach, wykorzystujac system QuantStudio™ 3 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Mieszanina reakcyjna skladata si¢ z 1 pl cDNA (100 ng), 5 ul RT PCR Mix SYBR® (A&A
Biotechnology, Gdansk, Polska), 0,2 pl barwnika referencyjnego ROX (5-karboksy-X-
rodaminy), 0,5 ul kazdego startera (10 pmol; tabela S1 — dane uzupetniajace) oraz wody wolnej
od nukleaz do uzyskania koncowej objetosci 10 ul. Wyniki przedstawiono jako krotnos¢ zmian
w ekspresji gendw, znormalizowanych wzgledem dwoch endogennych genow referencyjnych:
ACT oraz EF-1. Obliczen dokonano za pomocg metody 2 24CT (Livak i Schmittgen, 2001).
Dodatkowo, wyniki znormalizowano wzgledem kontroli, ktorg stanowity tkanki: SG, MG oraz
REST w ktérych nie wykryto obecnosci kretkow. Szczegolowe dane dotyczgce zastosowanych

starterow dostepne sq Tabeli S1 w publikacji 2.
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Rycina 8. Graficzne przedstawienie etapow analiz przeprowadzonych w celu realizacji Zadania 2.

Rycina wykonana w SciPainter (http://www.scipainter.com/).
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Analiza statystyczna

Dane analizowano przy uzyciu GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, Kalifornia,
USA) i Statistica 13.3 (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA). Uzyskane wartosci ACq poddano
analizie statystycznej. Normalno$¢ uzyskanych warto$ci ACq potwierdzono za pomoca testu
Shapiro—Wilka (Shapiro 1 Wilk, 1965). Do oceny r6znicy pomi¢dzy srednimi porownywanych
grup wykorzystano analize¢ wariancji (ANOVA) lub jej nieparametryczny odpowiednik.

Wartosci P < 0,05 uznano za istotne statystycznie.
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4. Omowienie wynikow

Zadanie 1
Okreslenie poziomu ekspresji genow wybranych defensyn w  kleszczach 1. ricinus
i D. reticulatus w obecnosci Borrelia spp., A. phagocytophilum, Babesia spp., Rickettsia spp.

oraz N. mikurensins

Szczegotowe wyniki badan oraz ich omowienie zostato przedstawione w Publikacji 1:

Szczotko, M., Antunes, S., Domingos, A., Kubiak, K., Dmitryjuk, M. (2024). Tick-Borne pathogens
and defensin genes expression: A closer look at Ixodes ricinus and Dermacentor reticulatus.

Developmental and Comparative Immunology, 160, 105231. DOI: 10.1016/j.dci.2024.105231
Prewalencja patogenow

W badaniu wykazano, ze ponad 50% z 428 przebadanych kleszczy przenosito jeden lub
wiecej patogenoéw. Koinfekeje stwierdzono u okoto jednej trzeciej badanych osobnikdw.
Analizy statystyczne wykazaly, ze prawdopodobienstwo jednoczesnego wystepowania kilku
patogenow w badanych kleszczach bylo niskie, a zaobserwowane przypadki mialy raczej
charakter losowy. Prewalencja patogendéw, okreslona w naszym badaniu jest zgodna
z zakresami obserwowanymi w innych badaniach europejskich (Arz i in., 2023; Gandy 1 in.,
2022; Larsson i in., 2018; Sands i in., 2022; Strnad i in., 2017). W tym miejscu nalezy
podkresli¢, Ze patogeny wykryte w materiale genetycznym wyizolowanym z kleszczy
zbieranych z psow moga nie w petni odzwierciedla¢ faktycznego zakazenia tych pajeczakow.
Pozytywny sygnal uzyskany w reakcji PCR moze wynika¢ zardbwno z obecno$ci patogenu
w kleszczu jak 1 we krwi pobranej od zywiciela. Jak wspomniano wczesniej, kleszcze 1. ricinus
sa glownymi wektorami patogendw wywotujacych choroby odkleszczowe ludzi w Europie.
Cho¢ wiele zakazen spowodowanych przez te patogeny ma przebieg bezobjawowy lub tagodny
1 samoograniczajacy si¢, nalezy powaznie bra¢ pod uwage ich potencjal wywotywania cigzkich
chorob, zwlaszcza u 0s6b z obnizong odpornoscia. Ze wzgledu na brak charakterystycznych
objawow, niska $wiadomos$¢ spoteczna, brak skutecznego nadzoru oraz ograniczong
dostepno$¢ 1 wykorzystanie testow diagnostycznych, wiele przypadkéw tych stabo
rozpoznanych chorob odkleszczowych prawdopodobnie pozostaje niezdiagnozowanych.
W konsekwencji ich faktyczny wptyw na zdrowie publiczne pozostaje niejasny (Quarsten i in.,
2023). Wyniki pierwszego etapu badan potwierdzaja, ze kleszcze I. ricinus, jak 1 D. reticulatus
sg rezerwuarem licznych patogendw i odgrywaja istotna role¢ w utrzymywaniu patogenow

odkleszczowych w $rodowisku (Rubel 1 in., 2020; Zajac 1 in., 2023). Jednakze badania nad
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czegstoscig wystgpowania patogendw odkleszczowych stanowig jedynie tlo Zadania 1,

niezbedne do wykonania kolejnego etapu.
Analiza roznic w ekspresji genow defensyn kleszczy 1. ricinus i D. reticulatus

Analiza uzyskanych wynikéw potwierdzita nasza hipotezg, ze obecno$¢ patogenéw moze
wptywac na ekspresje genow defensyn w ciele kleszcza. Zalezno$¢, obserwowana jest rowniez
u innych organizméw. Wyniki przedstawiajg réznice w mechanizmach wrodzonej odpornosci
kleszczy tj. ekspresji gendw defensyn co mozna powigza¢ z odmiennymi kompetencjami

wektorowymi poszczegolnych gatunkow (Taylor, 2006).

Obecnosé¢é patogenow. ZaobserwowaliSmy istotne zmiany w ekspresji gendw defensyn
kleszczy w obecno$ci Borrelia spp., Rickettsia spp., N. mikurensis 1 A. phagocytophilum
(Ryc. 9). We wszystkich przypadkach wzrost ekspresji byl obserwowany w kleszczach
D. reticulatus poszukujacych zywiciela. W przypadku defl i def2 w obecnosci kretkow
ekspresja nie wykazywala istotnego wzrostu. Natomiast ekspresja genu defDr wzrosta
kilkukrotnie w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Moze to wynika¢ z faktu, ze I ricinus sa
bardzo skutecznymi wektorami Borrelia spp. (Sprong i in., 2018). Zdolno$¢ do transmisji
kretkow przez gatunek D. reticulatus nie zostata potwierdzona. Podwyzszong ekspresje genu
defDr mozna powigza¢ z roznicami w zdolno$ciach wektorowych dwoch badanych gatunkow
kleszczy. Potwierdzaja to wyniki badan innych zespotow. Chrudimska i in. (2014) wskazuja na
mozliwg rolg defensyny D. marginatus w eliminacji Borrelia pobranych wraz z krwig. Inni
badacze zaobserwowali, ze defensyna D. variabilis (varisina) wraz z kurzym lizozymem
dziatajg bakteriobojczo na kretki. D. variabilis podobnie jak D. reticulatus, nie jest zdolny do
utrzymania i przenoszenia B. burgdorferi s. 1. co sugeruje mozliwy udziat varisiny i lizozymu
w eliminacji kretkow w organizmie tego gatunku kleszcza (Johns, Ohnishi, 1 in., 2001; Johns,
Sonenshine, 1 in., 2001). Badania wykazaly réwniez, ze ekstrakt z jelita Srodkowego
D. reticulatus wptywa na ruchliwos$¢ kretkow, a ekstrakt z gruczotéw $linowych zmienia
morfologi¢ B. garinii w warunkach in vitro (Rudolf 1 Hubalek, 2003). Nie udowodniono
rowniez, zeby kleszcz D. reticulatus miat zdolno$¢ do transmisji N. mikurensis
1 A. phagocytophilum (Kubiak 1 in., 2024). Niemniej jednak, podobnie jak w przypadku
kretkow, w odpowiedzi na kontakt z tymi bakteriami zaobserwowano znaczny wzrost ekspresji

genu defDr w porownaniu do genéw defensyn u /. ricinus (Ryc. 9).
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Rycina 9. Zmiany ekspresji genéw defl1, def2 i defDr w obecnosci patogenéw w kleszczach napitych
krwiag 1 szukajacych zywiciela: Borrelia spp. (A), Rickettsia spp. (B), A. phagocytophilum (C),
N. mikurensis (D). Q — kleszcze szukajace zywiciela (ang. questing), E — kleszcze napite krwia (ang.
engorged) QI-C — kontrola dla kleszczy I. ricinus szukajgcych zywiciela, EI-C — kontrola dla kleszczy
L ricinus napitych krwig, QD-C — kontrola dla kleszczy D. reticulatus szukajacych zywiciela, ED-C —
kontrola dla kleszczy D. reticulatus napitych krwia.

Faza Zerowania kleszcza. Wyniki eksperymentu wskazuja na wyzsza ekspresje genow
defensyn kleszczy I. ricinus zebranych z pséw niz kleszczy poszukujacych zywiciela. Badanie
Zhou 1 in. (2007) wykazalo, Zze ekspresja defensyn kleszczy wzrasta po spozyciu nawet
niezainfekowanej krwi zywiciela. Kleszcze sa naturalnie narazone na $rodowisko krwi
zywiciela, ktére moze zawiera¢ zakazne patogeny. Sugeruje to, ze samo pobieranie krwi moze
peti¢ funkcje czynnika indukujgcego ekspresj¢ bialek obronnych kleszcza jeszcze przed
faktycznym zakazeniem (Chrudimskd i in., 2011). Co ciekawe, mozemy zaobserwowac
tendencj¢ do zmniejszania ekspresji genu defDr u zakazonych D. reticulatus, gdy kleszcze sa
napetnione krwig. Moze to by¢ zwigzane z r6znymi mechanizmami odporno$ci wrodzonej

u dwoéch badanych gatunkéw kleszezy (Ryc. 10).
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Rycina 10. A. Zmiana ekspresji genow defI i def2 w . ricinus poszukujacych zywiciela (Q-def1, Q-
def?) 1 kleszczy napitych krwig psow (E-def1, E-def2) przy potwierdzonej obecnosci Borrelia spp. (Al),
Rickettsia spp. (A2), A. phagocytophilum (A3) i N. mikurensis (A4). B. Zmiana ekspresji genu
defensyny D. reticulatus (defDr) w odpowiedzi na obecno$¢ Borrelia spp., Rickettsia spp., Babesia spp.,
A. phagocytophilum i N. mikurensis; Q-C —kontrola dla kleszczy szukajacych zywiciela, E-C — kontrola
dla kleszczy napitych krwig.

Stadia rozwojowe. Poréwnanie ekspresji genéw migdzy rdznymi stadami rozwojowymi
kleszczy I. ricinus wykazalo, ze jest ona znaczaco nizsza u nimf niz u samic (Ryc. 11). Wynik
moze mie¢ zwigzek ze zdolnoscig wektorowa tego gatunku kleszczy 1 dotyczy¢ specyficznych
interakcji migdzy kleszczem a patogenem. Samice Zeruja na zywicielu dtuzej i pobieraja

wigksze ilo$ci krwi niz nimfy. Moze to sprzyja¢ pobieraniu patogendéw i skutkowa¢ zwigekszong
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ekspresja genow defensyn. Z drugiej strony nimfy 1. ricinus s3 uznawane za kluczowe wektory
kretkow boreliozy (Kubiak 1 in., 2022). Sugeruje to, ze niska ekspresja gendw defensyn na tym

etapie rozwojowym moze utatwiaé transmisje bakterii.
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Rycina 11. Réznice ekspresji genow def1, def2 pomigdzy stadiami rozwojowymi /. ricinus.

Wspotwystepowanie patogenow. Wspotwystepowanie dwoch lub  wigcej patogenow
stwierdzono u okoto jednej trzeciej zbadanych kleszczy. Zaobserwowano statystycznie istotne
réznice w poziomie ekspresji gendw defensyn u kleszczy w zaleznos$ci od tego, czy wykryto
u nich infekcje pojedynczym patogenem, czy tez koinfekcje (Ryc. 12A1-A3). Szczegdtowa
analiza statystyczna, uwzgledniajaca liczbg patogenow wykrytych w materiale genetycznym
pojedynczego osobnika, wykazata istotne roznice jedynie w ekspresji genu defl kleszczy

L ricinus jedynie w przypadku jednoczesnego wykrycia dwoch patogenow (Ryc. 12B2a-2c¢).
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Rycina 12. Roéznice ekspresji genow defl, def2 i defDr pomigdzy osobnikami ze stwierdzona
obecnoscia jednego patogenu (Al, A2, A3) i w obecnosci dwoch lub wiecej patogenow (B2a, B2b,
B2c).

Zadanie 2
Okreslenie poziomu ekspresji wybranych genow AMPs i genow szlaku JAK/STAT w tkankach

kleszczy I ricinus w obecnosci kretkow B. burgorferi s. 1.

Szczegolowe wyniki badan oraz ich omowienie zostato przedstawione w Publikacji 2:
Szczotko, M., Antunes, S., Domingos, A. Dmitryjuk M. (2025). Investigation of genes expression of
the JAK/STAT signalling pathway and AMPs in the presence of Borrelia spirochetes in Ixodes
ricinus. Scientific Reports, 15, 2869. DOI: 10.1038/s41598-025-87506-6.

Wykrywanie B. burgdorferi s. l.

Catkowita czesto$¢ wystepowania kretkow w materiale genetycznym kleszczy 1. ricinus
wyniosta 16%. Obecnos¢ B. burgdorferi s. 1. potwierdzono u 8 z 50 przebadanych osobnikow.
cDNA kazdej wypreparowanej tkanki z kleszczy, w ktorych materiale genetycznym
potwierdzono obecno$¢ kretkow (24 proby) poddano analizie ekspresji gendéw szlaku
JAK/STAT oraz AMPs. Jako kontrole wykorzystano material genetyczny tkanek

wyizolowanych z o$miu losowo wybranych osobnikéw kleszczy w ktorych nie potwierdzono
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obecnosci B. burgdorferi s. 1. (po 3 tkanki od 8 osobnikow). Ograniczeniem opisywanego
zadania jest mozliwy wplyw innych drobnoustrojéw ktore mogly by¢ obecne w materiale
genetycznym kleszczy na ekspresje badanych gendéw. Wszystkie osobniki zostaty zebrane
w jednej lokalizacji i z tego samego mikrosiedliska, co pozwolito ograniczy¢ wplyw czynnikow

srodowiskowych na ekspresj¢ badanych genow.
Ekspresja genow szlaku JAK/STAT w obecnosci kretkow B. burgdorferi s. I

Udowodniono, ze aktywacja szlaku sygnatowego JAK/STAT jest wyzwalana przez
bakterie, wirusy lub pierwotniaki oraz ze odgrywa role w zwalczaniu infekcji u kleszczy,
zarobwno korzystnych, jak i szkodliwych (Paulino i in., 2022). W niniejszym badaniu nie
wykryto istotnych zmian ekspresji genéw STAT, PIAS. Zaobserwowano je w przypadku
ekspresji genow JAK, STAM 1 SOCS (Ryc. 13). Wzrost ekspresji byl notowany w przypadku
genow STAM 1 SOCS, obnizenie ekspresji zaobserwowano analizujac gen JAK. W tej czesci
badania nasza poczatkowa hipoteza o wzmozonej ekspresji gendw szlaku w obecnosci kretkéw
nie zostata potwierdzona. Z drugiej strony, we wszystkich badanych tkankach zakazonych
pajeczakow, zaobserwowalismy wzrost ekspresji genow kodujacych STAM 1 SOCS (Ryec. 13).
Biatko STAM jest czasteczka adaptorowa przekazujaca sygnal, ulega fosforylacii
w odpowiedzi na obecno$¢ cytokin (Takeshita i in., 1997). STAM odgrywa istotng rolg
w regulacji sygnalizacji cytokinowej poprzez udzial w kierowaniu receptoréw cytokinowych
do endosomdw, co prowadzi do ich degradacji. Proces ten ogranicza sygnalizacje zalezng od
cytokin, zapobiegajac nadmiernej reakcji immunologicznej (Bache 1 in., 2003).
Zaobserwowalismy nadmierng ekspresje genu STAM w gruczotach S$linowych, jelicie
srodkowym oraz innych tkankach 1. ricinus. Sugerujemy, ze moze to by¢ zwigzane ze
stopniowym wygaszaniem szlaku JAK/STAT w okresie zycia kleszcza poza zywicielem, co
przyczynia si¢ do zachowaniu rownowagi mi¢dzy jego uktadem odpornosciowym a obecnoscig
kretkow. SOCS to grupa bialek hamujacych szlak sygnatowy JAK/STAT. Ich gtéwna rolg jest
negatywna regulacja tej $ciezki, zwigkszona ekspresja SOCS prowadzi do zmniejszonej
transkrypcji genow JAK/STAT. SOCS moze wplywaé na ciggtos¢ przekazywania sygnatu
poprzez hamowanie aktywno$ci katalitycznej JAK, ktéra inicjuje sygnalizacje
wewnatrzkomorkowg. Innym inhibitorem szlaku JAK/STAT jest PIAS kontroluje on czas
trwania sygnalizacji JAK/STAT, powodujac degradacje aktywnego STAT. W naszym badaniu
nie zaobserwowano zadnych istotnych zmian w ekspresji genu PIAS. Mozliwe, Ze aktywacja

szlaku sygnatowego JAK/STAT nastepuje podczas zywienia si¢ krwig, tak jak u innych
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kleszczy (Rana i in., 2023). Wyniki sugeruja, ze w organizmie kleszczy nastepuje selektywna

regulacja genoéw szlaku.
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Rycina 13. Réznice w poziomach ekspresji genow JAK, STAT, PIAS, STAM i SOCS kleszczy I. ricinus
z potwierdzong obecno$cia B. burgdorferi s. 1. C — kontrola (tkanki, w ktérych nie potwierdzono
obecnosci B. burgdorferi s. 1.; dla utatwienia odczytu wyniki zostaty przedstawione zbiorczo w jednej
kolumnie, jednak w analizach zastosowano oddzielng kontrolg odpowiednio dla kazdej z tkanek), SG -

gruczoly §linowe, MG - jelito srodkowe, REST - pozostale tkanki.

Ekspresja genow AMPs w obecnosci kretkow B. burgdorferi s. . AMPs stanowig kluczowy
element odpornosci wrodzonej przeciwko patogenom. Kleszcze z rodzaju Ixodes produkuja
wiele réznych AMPs, ulegajacych ekspresji w hemocytach, ciele tluszczowym, jelicie,
jajnikach 1 gruczotach $linowych. Reaguja zarowno na pobieranie krwi, jak 1 na bodzce
mikrobiologiczne, a ich wuwalnianie do hemolimfy jest kluczowe dla odpowiedzi
immunologicznej organizmu (Aguilar-Diaz i in., 2021). Poréwnanie ekspresji genow AMPs
wykazalo istotne roznice we wszystkich testowanych tkankach. ZaobserwowaliSmy, zZe
obecnos¢ kretkow B. burgdorferi s. 1. indukowata ekspresje genow defl 1 ric w jelicie
srodkowym samic I ricinus (Ryc. 14). Badania wykazaty spadek ekspresji genu def2
w pozostatych tkankach, podczas gdy gen /zs ulegal wzmozonej ekspresji. Otrzymane wyniki
potwierdzaja, nasza hipoteze badawcza, ze ekspresja genow AMPs rézni sie¢ w tkankach

kleszczy w obecnosci kretkéw wywotujacych borelioze. Prawdopodobne zwiekszenie ekspresji
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tych AMPs moze przyczyniac si¢ do thumienia infekcji u kleszczy podczas etapu poszukiwania
zywiciela. Podobne zjawisko nadekspresji genu defensyny w odpowiedzi na obecnos¢ patogenu
Theileria equi w jelicie R. microplus zaobserwowali Paulino i in. (2022). Ricinusina nalezy do
grupy defensyn (Silva i in., 2009; Tsuji i in., 2007). Wykazano, ze ekspresja ricinusiny jest
indukowana w odpowiedzi na infekcje Babesia bigemina w kleszczach Rhipicephalus
annulatus. Chociaz u zakazonych kleszczy poziom mRNA ricinusiny byl znacznie wyzszy niz
u osobnikéw niezakazonych, nie zaobserwowano, aby wyciszenie tego genu wpltywu na
infekcje kleszcza patogenem. Sugeruje to, ze ricinusina nie jest kluczowa dla kontroli zakazenia
B. bigemina u kleszczy z rodzaju Rhipicephalus (Antunes i in., 2019). Inne badania wykazaty,
ze defensyna kleszcza D. variabilis oraz lizozym kurzy, wykazywaty dziatanie bakteriobdjcze
wobec kretkow jedynie w potaczeniu — stosowane oddzielnie nie wykazywaty aktywnosci
bojczej wobec tych bakterii (Johns, Ohnishi, i in., 2001; Johns, Sonenshine, i in., 2001).
Zaobserwowano rowniez nadekspresj¢ genu /zs w pozostalych tkankach REST. Z kolei jego
ekspresja w jelicie byla istotnie nizsza. Uzyskane wyniki sa zgodne z wcze$niejszymi
doniesieniami, wskazujacymi na aktywnos¢ lizozymu w jelicie kleszczy migkkich, przy braku
takiej aktywno$ci w jelicie kleszczy twardych. Odmienna sytuacja wystepuje natomiast
w hemolimfie i hemocytach kleszczy twardych, gdzie wykazano podwyzszong ekspresje

lizozymu (Taylor, 2006).
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Rycina 14. Roznice w poziomach ekspresji genow AMPs: defl (Al), def2 (A2), Izs (A3) i ric (A4)

kleszczy I. ricinus z potwierdzong obecnoscia B. burgdorferi s. 1. C — kontrola (tkanki, w ktorych nie

potwierdzono obecnosci B. burgdorferi s. 1.; dla utatwienia odczytu wyniki zostaty przedstawione

zbiorczo w jednej kolumnie, jednak w analizach zastosowano oddzielng kontrole odpowiednio dla

kazdej z tkanek), SG - gruczoty §linowe, MG - jelito srodkowe, REST - reszta tkanek osobnika.
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5. Podsumowanie i wnioski

Wyniki uzyskane w wyniku przeprowadzonych badan w ramach niniejszej pracy
dostarczyly dodatkowych informacji na temat wrodzonej odpowiedzi immunologicznej
w obecnosci roznych patogendéw. Przeprowadzone badania miaty na celu zweryfikowanie
hipotez dotyczacych ekspresji gendw AMPs oraz szlaku JAK/STAT w odpowiedzi na obecno$¢

patogendw oraz ich zréznicowanej aktywno$ci w wybranych tkankach kleszczy.

Zadanie 1
Okreslenie poziomu ekspresji genow wybranych defensyn w  kleszczach 1. ricinus
i D. reticulatus w obecnosci Borrelia spp., A. phagocytophilum, Babesia spp., Rickettsia spp.

oraz N. mikurensins

Hipoteza 1: Poziom ekspresji genow defensyn wzrasta wraz z obecnos$cig patogennych bakterii

w ciele kleszczy.

Przeprowadzone badania potwierdzily hipoteze, ze ekspresja genow defensyn kleszczy
jest modulowana przez obecno$¢ réznych patogendw jak i etap zerowania kleszcza (kleszcze
poszukujace zywiciela/osobniki napetnione krwig zywiciela). Uzyskane wyniki wspierajg teze
o udziale defensyn w nieswoistej] odpowiedzi immunologicznej kleszczy, sugerujac ich
kluczowa rol¢ w ograniczaniu rozwoju patogendw wewnatrz organizmu wektora. Szczegolnie
wysoki poziom ekspresji defensyn odnotowano u D. reticulatus zakazonych kretkami z rodzaju
Borrelia spp. co moze wskazywac¢ na istotng role tych peptydow w ograniczaniu rozwoju
patogendw juz we wezesnych etapach infekcji.

Biorac pod uwage, ze kleszcze produkuja wiele r6znych defensyn, z ktorych kazda moze
rozni¢ si¢ poziomem ekspresji, lokalizacjg tkankowa oraz skutecznoscig dziatania wobec
poszczegbdlnych patogendw, dalsze badania powinny obja¢ réwniez inne klasy tych peptydow.
Zbadanie potencjatlu AMPs w tym defensyn jako elementow regulujacych interakcje kleszcz—
patogen moze przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych strategii zwalczania chorob
odkleszczowych 1 ograniczenia ich wpltywu na zdrowie publiczne. Wyniki te stanowig
podstawe do dalszych badan nad molekularnymi mechanizmami odpornosci kleszczy

1 potencjalnym wykorzystaniem defensyn w ograniczaniu transmisji patogenow.

Zadanie 2
Okreslenie poziomu ekspresji wybranych genow AMPs i genow szlaku JAK/STAT w tkankach

kleszczy I ricinus w obecnosci kretkow B. burgorferi s. L.
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Hipoteza: Poziom ekspresji genow AMPs 1 JAK/STAT wzrasta i rozni si¢ pomiedzy
wybranymi tkankami kleszczy, w ktorych wykryto obecno$¢ B. burgdorferi s. 1. a tymi,

w ktorych ich nie stwierdzono.

Wyniki dotyczace ekspresji genow szlaku JAK/STAT — w szczegdlnosci STAM 1 SOCS
— wskazuja na prawdopodobny udziat tego szlaku w modulowaniu odpowiedzi
immunologicznej,  umozliwiajagcej  kleszczom  tolerowanie = obecnosci  kretkow
B. burgdorferi s. 1. bez wywolywania silnej reakcji odpornosciowej w organizmie. Moze to
stanowi¢ jeden z mechanizméw warunkujacych ich wysoka kompetencje wektorowa.

Analiza ekspresji genow w wybranych tkankach /. ricinus wykazata istotne roznice
w poziomie transkrypcji poszczegdlnych AMPs, przy czym najwigksza nadekspresje genow
defl 1 ric stwierdzono w jelicie srodkowym, a genu /lzs w pozostatych tkankach. Takie
zrdznicowanie sugeruje, ze aktywno$¢ AMPs jest zalezna od lokalizacji i moze bra¢ udziat
w ograniczaniu infekcji w czasie, gdy kleszcz pozostaje poza organizmem zywiciela,
przyczyniajac si¢ do utrzymania kontroli nad obecnymi patogenami.

Przeprowadzone badania pozwolily na weryfikacje zalozonych hipotez oraz na
pogtebienie wiedzy o nieswoistej odpornosci kleszezy, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli
AMPs 1 mechanizmow regulacyjnych. Wyniki te wskazuja, ze defensyny 1 szlak JAK/STAT
moga stanowi¢ istotne elementy regulujace interakcje kleszcz—patogen oraz potencjalne cele
dla przysztych strategii ograniczania transmisji choréb odkleszczowych. Zrozumienie funkc;ji
1 mechanizmow regulacyjnych szlakéw odpornosciowych u kleszczy, w tym JAK/STAT
1 AMPs, stanowi istotny element poznania ich zdolno$ci do adaptacji oraz kompetencji jako

wektoroOw patogendw.
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Spis Rycin

Rycina 1. Schemat trzech z czterech gtownych szlakéw sygnatowych regulujacych odpowiedz
immunologiczng kleszczy A - szlak NF-kB/Toll, B - szlak IMD (brakujace sktadniki tego
szlaku w kleszczach sg zaznaczone kolorem z6itym), C - szlak JNK. Sktadniki w kolorze

czerwonym to inhibitory szlakéw sygnatowych. Rysunek zostal stworzony za pomoca

programu BioRender (https:/app.biorender.com/). Zrédto: Fogaga i in. (2021), Paulino i in.
(2022).

Rycina 2. Schemat szlaku sygnatowego JAK/STAT regulujacego odpowiedz humoralng
kleszczy. Sktadniki oznaczone na czerwono to inhibitory szlakow sygnalowych. Rysunek
zostal stworzony za pomoca programu BioRender (https://app.biorender.com/). Zroédto: Fogaca

1in. (2021), Paulino i in. (2022).

Rycina 3. Aktywacja szlaku JAK/STAT przez IFN-y. Grafika zostata wykonana w programie

BioRender (https://app.biorender.com/).

Rycina 4. Struktury trzeciorzedowe defensyn: A — defensyna 1 I ricinus (Q7YXKS), B —
defensyna 2 [ ricinus (Q2HYY9) i C — defensyna D. reticulatus (ACJ04434). Modele
wygenerowano przy uzyciu Swiss-Model Protein Modeling Server (http://swiss-
model.expasy.org). Charakterystyczne a-helisy i p-harmonijki stabilizowane mostkami
disiarczkowymi pomiedzy konserwatywnymi resztami cysteiny (motywy CSaf), ktére sa
kluczowe dla ich wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych zaznaczone sg odpowiednio kolorem

fioletowym i zielonym.

Rycina 5. Schemat badawczy Zadania 1. Grafika zostala opracowana w programie

BioRender (https://app.biorender.com/).

Rycina 6. Zadanie 2 — Przygotowanie materiatu badawczego. Rycina wykonana w SciPainter
(http://www.scipainter.com/).

Rycina 7. Pozytywny wynik reakcji qPCR wykrywajacej kretki B. burgdorferi s. 1. w probie
numer 8 (cDNA jelita kleszczy I. ricinus). Obraz przedstawia sygnat wskazujacy na obecno$¢
materiatu genetycznego kretkow.

Rycina 8. Graficzne przedstawienie etapow analiz przeprowadzonych w celu realizacji
Zadania 2. Rycina wykonana w SciPainter (http://www.scipainter.com/).

Rycina 9. Zmiany ekspresji genow def1, def2 1 defDr w obecnosci patogenéow w kleszczach
napitych krwig 1 szukajacych zywiciela: Borrelia spp. (A), Rickettsia spp. (B),
A. phagocytophilum (C), N. mikurensis (D). Q — kleszcze szukajace zywiciela (ang. questing),
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E — kleszcze napite krwig (ang. engorged) QI-C — kontrola dla kleszczy I. ricinus szukajacych
zywiciela, EI-C — kontrola dla kleszczy I. ricinus napitych krwia, QD-C — kontrola dla kleszczy
D. reticulatus szukajacych zywiciela, ED-C — kontrola dla kleszczy D. reticulatus napitych
krwia.

Rycina 10. A. Zmiana ekspresji genoéw defl 1 def2 w 1. ricinus poszukujacych zywiciela (Q-
defl, Q-def2) i kleszczy napitych krwig psow (E-def1, E-def2) przy potwierdzonej obecnosci
Borrelia spp. (Al), Rickettsia spp. (A2), A. phagocytophilum (A3) 1 N. mikurensis (A4). B.
Zmiana ekspresji genu defensyny D. reticulatus (defDr) w odpowiedzi na obecno$¢ Borrelia
spp., Rickettsia spp., Babesia spp., A. phagocytophilum 1 N. mikurensis;, Q-C — kontrola dla
kleszczy szukajacych zywiciela, E-C — kontrola dla kleszczy napitych krwia.

Rycina 11. Roznice ekspresji genow def1, def2 pomigdzy stadiami rozwojowymi 1. ricinus.
Rycina 12. Réznice ekspresji gendw def1, def? 1 defDr pomigdzy osobnikami ze stwierdzong
obecnoscig jednego patogenu (Al, A2, A3) 1 w obecno$ci dwoch lub wiecej patogendow (B2a,
B2b, B2c¢).

Rycina 13. Réznice w poziomach ekspresji genow JAK, STAT, PIAS, STAM 1 SOCS kleszczy
1 ricinus z potwierdzong obecnoscia B. burgdorferi s. 1. C — kontrola (tkanki, w ktorych nie
potwierdzono obecno$ci B. burgdorferi s. l; dla ulatwienia odczytu wyniki zostaly
przedstawione zbiorczo w jednej kolumnie, jednak w analizach zastosowano oddzielng kontrole
odpowiednio dla kazdej z tkanek), SG - gruczoty §linowe, MG - jelito srodkowe, REST -
pozostate tkanki.

Rycina 14. Réznice w poziomach ekspresji gendéw AMPs: defl (A1), def2 (A2), lzs (A3) i ric
(A4) kleszczy I. ricinus z potwierdzong obecno$cia B. burgdorferi s. 1. C — kontrola (tkanki,
w ktorych nie potwierdzono obecno$ci B. burgdorferi s. l.; dla ulatwienia odczytu wyniki
zostaly przedstawione zbiorczo w jednej kolumnie, jednak w analizach zastosowano oddzielng
kontrol¢ odpowiednio dla kazdej z tkanek), SG - gruczoly $linowe, MG - jelito srodkowe, REST

- reszta tkanek osobnika.
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Spis Tabel

Tabela 1. Ilo$¢ osobnikow poddanych analizie w Zadaniu 1.
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Finansowanie

Badania nie otrzymaty finansowania ze zrodel zewnetrznych. Finansowane byty ze srodkéw
Funduszu Rozwoju Nauki Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie [nr 12.610.012-
110] oraz czg¢sciowo przez $rodki Fundacao para a Ciéncia e a Tecnologia dla GHTM -

UID/04413/2020 and LA-REAL — LA/P/0117/2020.
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Wspolpraca

Badania powstaly we wspolpracy z Instyttutem Higieny i Medycyny Tropikalne;j,
Uniwersytetu Nova w Lizbonie, Portugalia (Instituto de Higiene e Medicina Tropical — IHMT,
Universidade Nova de Lisboa). Wspodlpraca byta istotna dla realizacji badan. Czegs$¢ analiz,
ktérych wyniki omoéwiono w rozprawie doktorskiej zostata wykonana w Instytucie w Lizbonie

w trakcie odbytych stazy w ramach programu Erasmus+ oraz PROM.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Reywords: The immune system of ticks; along with that of other invertebrates, is comparatively simpler than that of ver-
Defensins tebrates, relying solely on innate immune responses. Direet antimicrabial defenee is provided by the synthesis of
Innare intraune system antimicrobial peptides (AMPs), including defensins. The aim of this study was fo investigate the differences in
:::::;wm pathogess defensin genes expression between questing and engorged Ixodes rcinus (def]l and def2) and Dermacentor refic-

ulatus (defDr) ticks, in the presence of selected pathogens: Borrelia spp., Rickettsia spp., Babesia spp., Anaplasma
phagocytophilum, and Neoehrlichia mikurensis in the natural environment. After pathogen screening by PCR/qPCR,
the: exy of deft genes in path positive ticks and ticks without any of the tested pathogens, was
analysed by reverse transcription qPCR. The results showed an increased expression of defensin genes in I ricinus
ticks after blood feeding and L ricinus and D. reficrdains ticks during in cases of co-infection. In partienlar, the
expression of defensins genes was higher in questing D. reficulatus than in questing and engorged L. ricinus ticks,
when horrelize were detected. This study contributes to uncovering the expression patterns of d in genes in
the presence of several known tick pathogens, the oceurrence of these pathogens and possible regulatory
mechanisms of defensins in tick veetor competence.

1. Introduction

Ticks (Acari: Ixodida) are ectoparasitic arthropods that inevitably
suck blood from various vertebrates. After mosquitoes, ticks are the
second most important vectors of pathogens to humans. They can
transmit a variety of pathogens, including bacteria, fungi, viruses, pro-
tozoa, and nematodes. Tick-borne diseases (TBD) are a very complex
network of interactions based on interactions between the tick, the
pathogen, the vertebrate host and the microbiome. For the tick to act as
a competent vector, it must control the pathogen population through its
innate immunity and microbiome interactions. The pathogens are
ingested with the blood meal of infected hosts and must evade the tick’s
immune responses on their way through the tick’s body. Ticks have an
impressive range of humoral and cellular responses to microbial chal-
lenges. Nevertheless, many tick-borne pathogens evade the tick’s innate
immune system and survive in its body. The immune system of ticks and
other invertebrates is comparatively simpler than that of vertebrates, as

* Corresponding author.
E-mail address: magdalens szezotkoi@awm echupl (M. Szezatko).

https://doi.org/10.1016/).dei. 2024.105231

it relies exclusively on innate immune responses (Boulanger and Wikel,
2021 Fogaga et al,, 2021; Sonenshine and Macaluso, 2017; Wu et al.,
2022). Tick innate immunity defence includes both humoral and cellular
mechanisms. An important aspect of the innate immunity of ticks is the
rapid and transient production of antimicrobial peptides (AMPs). Direct
antimicrobial defence is achieved by the synthesis of AMPs, small mol-
ecules such as lysozymes and defensins, tick-specific antimicrobial
compounds such as 5.3 kDa family proteins and microplusin/hebraein
(Hajdusek et al,, 2013; Tonk et al,, 2014). Given the broad spectrum of
antimicrobial activities of tick defensins, these peptides have the po-
tential to be innovative candidates or targets for combating infectious
diseases (Wu er al., 2022). Briefly, tick defensins fall under the category
of invertebrate-type antibacterial antigenic defensins (AITDs) within the
cis-defensin  superfamily, which are characterised by their
cysteine-stabilised «-helix and [}-sheet (CSafi-type) structures (Wang and
Zhu, 2011). The generally small (less than 10 kDa), cationic and
hipathic tick defe have six cysteine residues that form three

s
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intramolecular disulphide bonds. The main targets of defensins are the
membranes of pathogens, including a variety of Gram-positive and
Gram-negative bacteria, fungi, viruses and protozoa. Given the consid-
erable variability of tick defensins, we summarize their common bio-
logical properties and highlight representative peprides. Tick defensins
exhibit an impressive ability to eliminate a wide range of microorgan-
isms, including antibiotic-resistant bacteria and tick-borne pathogens
(Wu et al,, 2022). Ticks, which serve as vectors for various pathogens,
have evolved to produce a range of antimicrobial agents. In view of the
increasing resistance of bacteria to antibiotics, there is a need to develop
new sources of antibacterial substances. Tick defensins are promising
candidate for a new class of antibiotic (Chrudimska et al | 2010). Two
defensin isoforms (Defl and Def2) were isolated from a ¢cDNA library of
Ixodes ricinus. Studies show that, the Def2 isoform has greater efficacy in
inhibiting and eradicating bacteria compared to Defl (Chrudimska
et al, 2011; Rudenko et al., 2005, 2007). Another study identified six
new defensin genes, designated DefMT2-7, including the two isoforms
DefMT3 and DefMT4, with different phylogeny and gene expression
patterns (Tonk er al, 2014). Only one isoform of defensin has been
identified in the tick Dermacentor reticulatus. This particular peptide has
a deletion of 21 amino acids in the mature molecule, which affects the
presence of six crucial cysteine residues that are essential for typical
defensin activity (Chrudimska et al., 2010), These tick species are two of
the most important vectors in Europe. I ricinus is widely distributed
throughout Europe, while D. reticulatus has a more limited distribution,
mainly in Central Europe (Estrada-Pena et al., 2013; Rubel et al., 2016).

Our study is based on the hypothesis that the expression of defensin
genes in ticks occurring naturally (questing and engorged ticks), would
increase in response to the presence of tick-borne pathogens (in relation
to mono- and co-infections). Questing ticks were collected directly from
the environment. Engorged ticks were collected from dogs during a
blood meal. The females were fully engorged, while the males were
residually engorged. Therefore, the aim of this study was to analyse the
expression patterns of defensin genes in L ricinus (def1 and def2) and
D. reticulatus (defDr) questing and engorged ticks in response to the

Developmental and Conparative Imnunology 160 (2024) 105231

into two parts to obtain longitudinal section. Subsequently, RNA and
DNA were isolated separately from the obtained tick body parts, using
Total RNA Mini Plus and Genomic Micro AX Tissue Gravity kits (both
from A&A Biotechnology, Gdansk, Poland). The concentration of the
extracted RNA was determined using NanoDrop (Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, MA, USA). To assess the quality of the DNA obtained and
to evaluate PCR inhibition, fragments of the tick 165 IDNA gene were
amplified by PCR using PCR Mix Plus Green (A&A Biotechnology,
Gdansk, Poland) based on primer sequences (Table 1) and under the
conditions previously described by Black and Piesman (1994). Samples
of poor quality should be discarded, however all samples tested were
suitable for further analysis. PCR reactions were performed using a
Mastercycler Nexus (Eppendorf, Hamburg, Germany).

¢DNA synthesis. The RNA extracted from the questing ticks was
used for cDNA synthesis using the TranScriba kit (A&A Biotechnology,
Gdansk, Poland). The quality and quantity of both RNA and cDNA after
reverse transcription were checked using NanoDrop®* (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Tecan devices (Tecan Group
Ltd., Mannedorf, Switzerland)} were also used to confirm the results
obtained. The same amount of RNA (1 pg) was used to synthesize cDNA.
If necessary, the cDNA was diluted with nuclease-free water to achieve a
concentration of 100 ng/pl.

Detection of tick-borne pathogens. Detection of tick-borne path-
ogens was performed using DNA/cDNA extracted from ticks by PCR,
nPCR and qPCR (Fig. 1). PCR (Borrelia spp., Rickettsia spp., Babesia spp.)
and nested PCR (A. phagocytophilum) amplifications were performed
using a Mastercycler Nexus device. The 25 pl of PCR mixture contained
12.5 pl of PCR Mix Plus Green (A&A Biotechnology, Gdansk, Poland),
10.5 pl nuclease-free water, and 0.5 pl of each primer (10 pM), and 1 pl
(100 ng) of DNA template. Quality control included both positive
(positive DNA samples from ticks for each pathogen, purified and
confirmed by sequencing) and negative controls (sterile nuclease free
water) amplified during each PCR reaction. Amplicons were visnalized
by electrophoresis on a 2% agarose gel stained with SimplySafe’™ dye

(Eurx, Gdansk, Poland). Each PCR was performed with serial dilutions of

presence of specific pathogens or the occurrence of co-infe and
possible regulatory hanisms of d in tick vector competence.
Co-infections have been investigated, as increased colonization with
different pathogens may enhance the immune response of ticks. The
possible co-occurrence of pathogens in a tick requires the development
of coexistence mechanisms.

2. Materials and methods

Ticks collection. The ticks were collected in 2021 and 2022 from
April to Octaber in urban and suburban areas of the Warmia and Mazury
region in north-eastern Poland. Questing ticks were collected between 9
a.m. and 4 p.m., using the standard flagging method (Fspada et al,
2021) in the Pieczewo housing estate district of the city of Olsztyn. The
feeding ticks parasitizing on dogs staying in the Tomaryny Dog Shelter.
All individuals were identified by species, sex and developmental stage
using a taxonomic key (Nowalk-Chmura, 2013). Total of 428 questing
and feeding tick individuals were preserved in stayRNA™ buffer (A&A
Biotechnology, Gdynia, Poland) for further molecular analyses. Quest-
ing ticks accounted for 52.6% (n = 225) of the collected ticks. I ricinus
(129 specimens: 61 females, 45 males, 23 nymphs) dominated over
D. reticulatus (96 individuals: 44 females, 52 males). Of the 203 (47.4%)
ticks removed from 32 dogs only adult individuals were collected, 84
were classified as I. ricinus ticks (77 females and 7 males), while 119
individuals belonged to the D. reticulatus species (104 females, 15
males), The female ticks were feeding and fully engorged, while the
male ticks were only residually engorged.

RNA and DNA isolation. Nucleic acids from questing ticks were
extracted from whole individuals using the NZYol reagent (NZYTech,
Lisbon, Portugal) according to the manufacturer’s instructions. First,
engorged ticks were cut along the body with a sterile scalpel and divided

the p gen-positive template (with DNA concentrations ranging from
1 pg to 0.1 pg) to evaluate PCR interference, inhibitors and limit of
detection. The qPCR reactions (N. mikurensis) were performed on a
QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System from Applied Biosystems
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Reactions consisted of 5
ul SYBR Green Mix (Bio-Rad, Hercules, CA, United States), 0.2 ul of each
primer (10 pM), 1 pl of cDNA template (100 ng) and topped up to 10 pl
with RNAse-free water. Eight-fold serial dilutions were used to generate
standard curves with synthesized gBlocks® Gene Fragment (IDT-Inte-
gratecd DNA Technologies, Leuven, Belgium).

The presence of Borrelia spirochetes was confirmed by standard PCR
using SL1/SL2 targeting a fragment of the outer surface protein A (ospA)
gene (Table 1) according to the protocol described by Demunerschalek
eral. (1995).

Primers CS409 and Rp1258 were used to detect the genetic material
of Rickettsia spp. (Table 1), targeting a fragment of the citrate synthase
gene (gltA). PCR was performed according to the protocol described by
Roux et al. (1997). The presence of Babesia spp. was confirmed with
primers BJ1 and BN2 targeting the 18S rRNA (Table 1) according to the
protocol described by Casati et al. (2006).

The presence of A. phagocytophilum DNA in ticks was confirmed by
nPCR using two sets of primers specific for the 165 rRNA gene: outer
ge3a/gel0r and inner — ge9f/ge2 (Table 1), according to the reaction
conditions described by Massung etal. (1998). Detection of N. mikurensis
in questing and engorged ticks was carried out using cDNA and DNA,
respectively. qPCRs were performed under the conditions described in
the previous study (Szczotko et al, 2023), using primers NEO_16-
S_F/NEO_16S_R developed by Sandelin et al (2015) (Table 1) to amplify
the 168 rRNA gene sequence.

The selected PCR amplicons obtained were then sequenced to
confirm sequence identity (Macrogen Europe, Amsterdam, Netherlands)
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Table 1
Primers used in the study for the detection of tick-borne pathogens and expected fragment length.
Method Targer Gene Primer Name Primer Sequence 5-3 Producs Size [bpl Reference
PCR Tick 168 'DNA 168 F CTGCTCAATGATTTTTTAAATTGCTGTGG 460 Black and Picsnyan (1994)
16S R COGGTCTGAACTCAGATCAAGT
PCR Borrelia_ospA SL1 AATAGGTCTAATAATAGCCT TAATAGC 307 Detonerschalek et al, (1995)
SL2 CTAGTGTTTTGOCATCTICTTIGAAAA
PCR Rickettsta ghA CS409 CCTATGGCTATTATGCTTGC 769 Roux et al. (1997)
Rpl258 ATTGCAAAAAGTACAGTGAACA
PCR Babesia 185 tRNA BJ1 GICITGTAATIGGAATGATGG =490 Cosatl et al. (2006)
BN2 TAGITTATGGITAGGACTACG
nPCR Aph. 168 THNA gelda CACATGCAAGTCCAACGGATTATIC 932 Messung et al. (1998)
gelor TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC
geof AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT 546
262 GGCAGTATTAAAAGCAGCTCOAGG
qPCR N.m. 16S fRNA Neo 16S T GTAAAGGGCATGTAGGCGGTTTAA 107 Sandelin et al. {2015)
Neo 165 R TCCACTATCCTCTCTCGATCTCTAGTTTAA

and then compared with the data registered in the GenBank datab
(http: //www.nebinih.gov/Genbank, accessed on September 08, 2023)
using the BLAST-NCBl program  (http://www.ncbinlm nil
$ov/BLAST/, accessed on November 13, 2023) (Supplementary
Sequencing Data).

Defensin genes expression in ticks. The expression of defensin
genes was examined in ticks with confirmed pathogen presence or co-
infection and in ticks that tested negative for the pathogens examined.
In particular, the genes expression levels of defensin 1 and 2 (def1, def2)
in L ricinus and of defDr - defe in D. reticul were ined
(Fig. 1). Reverse transcription qPCR was performed using the RT PCR
Mix SYBR® (A&A Biotechnology, Gdansk, Poland). The reaction
mixture consisted of 1 uL (100 ng) cDNA, 5 pL SYBR Green PCR-MIX,
and 0.15 uL ROX (S-carboxy-X-rhodamine) reference dye, and the vol-
ume was adjusted to 10 pL with nuclease-free water. The means and
standard deviations were used for relative transcript levels analysis at
each time point using the 2227 method (Livak and Schmittzen, 2001).

two end reference genes, actin and elongation factor (ACT, EF;
Table 2) and relative to the control (relative quantification (RQ) = 1;
ticks without the pathogens tested). All samples were tested in triplicate
on a QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System from Applied Biosystems
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A standard curve with a
sample series dilution of the target template was used to estimate the
qPCR efficiency (Table 2).The genes were amplified under the following
thermal cycle conditions: an initial hold step of 2min at 50 °C, 10min at
95 'C was followed by 40 cycles at 15s at 95 °C, 1min at 60 “C and melt
curve stage: 15s at 95 "C, 1min at 60 "C, 10s at 95 "C.

Statistical analysis. Data were analysed using Statistica 13,3
(StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA) and GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software, CA, USA). The infection rates of the pathogens
were determined using the chi-square test (y*) and confidence intervals.
The ACq values obtained were subjected to statistical analysis to
determine the significance of gene expression. Normality of ACq values
was confirmed using the Shapiro-Wilk test (Shapiro and Will, 1965).

Results were pr d as fold ck in gene expression normalized to Analysis of variance (ANOVA) or its non-parametric equivalent was used
Table 2
Primer sequences (5 1o 3') and their efficiency used for qPCR analysis of defensins expression.
Target Gene Primer Name Primer Sequence 5-3' Efficiency” (%) Reference
Actin ACTF ATGTOTGACGACGAGGTTGOOGC Y% Chrndinska et al. (2011)
ACTR GTACAGCGACAGCACGGCCTGG
Elongation [sctor EFF ACGAGGCTCTGACGGAAG 59%, Purner of ul. (2018)
EFR CACGACGCAACTOCTTCAC
Lricinus def1 Defl F GGTGGCTACTACTGOCCATTTTTT 98% Clandiosks ot al. (2011)
Defl R TCAGACGCAGATGCAGGTCTTTT
L ricinus def2 Del2 F GGTGGTTACTACTGCCCATICCG 9% Clrndimska et 011}
Def2 R TCAGACGCAGATGCAGGTCTTTT
D.reticilaties defDr Tef Der F ATGCGCGGACTTTGCATC 97% Chrodimska ot al. (2010)
Tef Der R TTAATTCCTGTAGCAGGTGC

* Each standard enrve had 6 concentrations of targeted template made by 10-fold dilutions.
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to assess the difference between the means of the compared groups.
P-values <0.05 were considered statistically significant. Statistical
analysis considered groups with 10 or more individuals per condition.
Co-occurrence probability was tested by hypergeometric distribution
test (Veech 2013; Zhou er al., 2022).

3. Results

Detection of tick-borne pathogens. The presence of one, two, three
or four tick-borne pathogens was detected in 50.2% (n = 113} of
questing and 54.3% (n — 103) of ticks collected from dogs. For
simplicity, we will henceforth refer to the ticks collected from dogs that
included engorged or partially fed ticks, as engorged ticks. The overall
prevalence of examined pathogens in questing ticks was 19.6% (n = 44)
for Borrelia spp., 33.3% (n = 75) for Rickettsia spp., 1.8% (n = 4) for
Babesia spp., 9.8% (n = 22) for Anaplasma phagocytophilum and 13.8%
(n = 31) for Neoehrlichia mikurensis (Table 51).

In the ticks collected from dogs (engorged), the prevalence found
was: 10.8% (n = 22) for Borrelia spp., 36.9% (n = 75) for Rickettsia spp.,
2.5% (n = 5) for Babesia spp., 0.99% (n = 2) for A. phagocytophilum, and
12.3% (n = 25) for N. mikurensis (Table §2).

Borrelia spp. A fragment of the OspA gene was amplified in 15.4%
(66/428) of tick genetic material samples. Most Borrelia spp. (44/66,
66.7%) were identified in samples obtained from questing ticks. The
infection rate was significantly higher (32 -~ 4.705, p - 0.03) in questing
ticks (19.6%, n = 44; Table S1) than in ticks collected from dogs (10.8%,
n = 22; Table 52). A higher percentage of both questing and engorged
D. reticulatus ticks was found to be infected with borreliae in comparison
to questing and engorged I ricinus. However, the difference was not
significant in either case (questing ticks: 32 = 1.202, p = 0.273;
engorged ticks: 72 — 2.024, p = 0.155).

Rickettsia spp. Overall, bacterial DNA was detected in 35% of the
analysed individuals (150/428). Similar ratio of infected ticks was
observed when comparing questing (33.3%, 75/225; Table 51) and
engorged ticks (36.9%, 75/203; Table 52), and consistently the differ-
ences were not statistically significant (32 = 0.612, p = 0.434). The
percentage of infected I ricinus and D. reticulatus questing ticks was
similar (32 = 0.082, p = 0.775) reaching 32.6% (42/129) and 34.4%
(33/96), respectively. In engorged ticks, the percentage of infected in-
dividuals was higher in /. ricinus ticks than in D. resicularus ticks (42.9%
and 32.8% respectively), but the difference was not statistically signif-
icant (32 = 2.149, p = 0.143).

Babesia spp. Genetic material from protozoa was identified in 2.1%
(9/428) of the samples. The percentage of Babesia spp. detected was
similar for the infection rate in both, questing (1.8%, 4/225; Table S1)
and engorged ticks (2.5%, 5/203; Table 52) (42 = 0.374, p = 0.541).

Anapl: phagocytophil The DNA of A. phagocytophilum was
detected in 5.6% (24/428) of the tick samples analysed. Most positive
PCR products were found in the questing ticks™ genetic material (91.7%,
22/24; Table 51). The infection rate was significantly higher in questing
ticks (9.8%, n = 22) than in ticks collected from dogs (0.99%, n = 2;
Table 52) (x2 = 14.209, p = 0.000164).

Neoehrlichia mikurensis. In total, pathogen DNA was detected in
13.1% (56/428) of the ¢cDNA samples from ticks. No statistically sig-
nificant difference (32 = 0.0002, p — 0.987992) was found between the
number of infected questing (13.8%, 31/225; Table 1) and engorged
ticks (12.3%, 25/203; Table 52). However, when analysing infections
per tick species, engorged I ricinus had a higher percentage of
N. mikurensis (19.1%, 16/84; Table S2) than D. reticularus (7.6%, 9/119;
Table 52) (x2 = 6.014, p = 0.0142). Questing ticks from both species
equally harboured N. mikurensis (y2 = 0.0915, p = 0.762; Table 51).

Mono- and co-infections. In questing ticks, monoinfections for
analysed microorganisms were idenrified in 58.4% (66/113) PCR-
positive samples. Rickettsia spp. (36,66, 54.6%) and N. mikurensis (17/
66, 25.8%) were most frequently represented among the mono-
infections in questing ticks. Borrelia spp. and A. phagocytophilum
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monoinfections were the least frequent in questing ticks, with only 12
(12/66, 18.2%) and two cases (2/66, 3.0%), respectively. The larter
were found exclusively in D. reticulatus ticks (Table S3). Statstical
analysis revealed significant differences between Rickettsia spp. and
N. mikurensis monoinfections (2 = 10.2808, p < 0.001344). No Babesia
spp. monoinfections were found in questing ticks (Table 53), The com-
parison between monoinfections and co-infections in questing ticks
resulted in a y* = 6.38, with a significance level of p = 0.011. Co-
infecrions with two pathogens in questing ticks were detected in
30.1% (34/113; 95%CI: 22.9-41.1). The most frequently detected co-
infection was Borrelia spp./Ricketisia spp. with 13 of 47 cases (27.7%;
Table 54). Babesia spp. was excl ly detected in co-infections, espe-
cially in combinations with Ricketrsia spp./N. mikurensis and Borrelia
spp./Rick spp. Co-inf with three or four pathogens were
detected in 9.7% (11/113; 95%Cl: 4.96-16.8) and 1.8% (2/113; 95%CI:
0.2-6.3) of the PCR/qPCR-positive samples, respectively. The most
frequent co-infection with three pathogens was Borrelia spp./
A. phagocytophilum/Rickettsia spp., accounting 7 cases out of 47 (14.9%;
Table 54). The only found co-infection involving four pathogens was
Borrelia spp./A. phagocytophilum/Rickettsia spp./N. mikurensis with two
cases out of 47 (4.3%; Table 54).

Ameng the engorged ticks, monoinfections were detected in 74.8%
(77/103) of the PCR-positive samples obtained from ticks removed from
dogs (Table 53). The most frequently observed monoinfections were
Rickertsia spp. (50/77, 64.9%) and Borrelia spp. (13/77, 16.9%). In
contrast, Babesia spp. monoinfections were the least common, with for
four out of 77 cases (5.2%). No cases of A. phagocytophilum mono-
infections were recorded in engorged ticks (0/77; Table 53). Apart from
co-infections involving two pathogens, no other co-infections were
detected in ticks collected from dogs. The percentage of detected co-
infections was 25.2% (26/103; 95% CL: 17.2—34.8), with Rickeutsia
spp./N. mikurensis being the most common with 14 out of 26 cases
(53.8%; Table 54). Babesia spp. was mostly found in monoinfections
(80%, 4/5) in engorged ticks (Tuble S2), with only one PCR-positive
sample confirming a co-infection of Babesia spp./Rickettsia spp. in a
questing ticks (1/26; 3.8%; Table 54). The comparison between mono-
infections and co-infections in engorged ticks showed a highly signifi-
cant y2 — 50.505, with p < 0.00001.

4. Co-occurrence probability

The results showed that in questing I. ricinus ticks, the probability of
co-occurrence of two or three pathogens was low (p =9.52 x 10 3 p=
0.043). For engorged 1. ricinus ticks, the detection of two pathogens in
one individual was a probability of p = 2.6 =« 107" In questing
D. reticularus ticks, two, three and four pathogens were detected at once,
with a probability of 2.55 x 107, 5 x 10 % and 0.065 respectively. In
engorged D. reticulatus ticks two pathogens co-occurrence was observed
with probability of p = 8 x 107"

Defensin gene expression in ticks. Determining cases of mono- and
co-infection with tick-borne pathogens at different developmental
stages, sex and questing/engorged states was the basis for the next
analysis. Groups of at least ten samples per infection/co-infection were
compared. The sample size of the compared groups results from the data
obtained from the detection of pathogens (I able 51-84). Consequently,
some comparisons could not be performed due to the small sample size
(e.g. Babesia spp. infection).

4.1. Monoinfections

Borrelia spp. In questing L. ricinus ticks positive for borreliae (n —
22) no changes were detected in the gene expression of defl and def2
(Fig. 2A1). DefDr gene expression was upregulated in questing (n = 22)
and feeding (n = 16) D. reticulatus ticks compared to controls — nonin-
fected ticks (fold change = 20.68 p = 0.0016; fold change = 12.76, p =
0.0037, respectively) (Fig. 2B).
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Fig. 2. Evaluation of tick expression levels of defensis genes in the presence of pathogens without considering the co-ocenmence of pathogens, A, Expression of def1
and def2 genes expression in L ricinus questing (Q-def1, Q-def2) and ticks engorged on dogs (E-def], Li-def2) in the confirmed presence of Borrelia spp. (A1), Rickeitsia
spp. (AZ2), A. phagocytophilum (A3) and N. mik is (Ad). Results regarding Babesia spp. are not presented cdue to n < 10. B. Dermacentor rericulans defensin gene
expression in the response Lo the presence of Borrelia spp., Rickeitsia spp., Babesia spp., Anaplasma snd N. milarensis (Q-questing lick; E—engorged ticks). The results
shown are mean values and standard deviations of the gene expression levels, Results in control and in questing and d ticks were analysed by the parametrie
or non-parametric ANOVA and were normalized to two endogenous reference genes, actin and elongation factor and (o the relative control {relative quantification
(RQ) = 1; ticks without pathogens examined). The results of engorged D. rericulatis ticks infected with A. phagocytophilim and N.mik is are not shown due ton <
10; Q-C-questing ticks relative control, F-C- engorged ticks relative control.

Rickettsia spp. I. ricinus tick samples with confirmed presence of Anapl. phagocytophil; No significant changes in defl and
ickettsia spp. sh d overexpression of def! with a calculated change def2 gene expression were detected in L ricinus ticks positive for
of 3.66-fold (p = 0.0045) when comparing questing (n = 42) to A. phagocytophilum (n = 10) (Fig. 2A3). A significant difference was
engorged (n = 36) L ricinus ticks. In addition, defl was overexpressed found in questing D. reficulatus ticks (n = 12) (p < 0.0001; fold change =
7.22 times in engorged ticks (p = 0.002) (Fig. 2A2). The expression of 30.5) (Fig. 2B).
defDr was upregulated 17.36-fold times in questing D. reticulatus ticks (n Neoehrlichia mikurensis. 1t was observed that def! was overex-
= 33) (p — 0.0004) (I'ig. 2B). pressed 9.27 times in the presence of N. mikurensis in engorged I. ricinus

@
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ticks (n = 16) (p = 0.0015). Furthermore, comparison of def] expression
in questing (n = 17) and engorged (n = 16) individuals showed signif-
icant differences with a calculated fold change of 3.43 (p — 0.0139)
(Fig. 2A4).

Life stages. Analysis of defensin genes expression between [ ricinus
life cycle stages tested showed a significant difference in def? and def2
genes expression between nymphs (n — 19) and females tested (n — 96),
with expression 20 and 2.8 times higher in adults females (p — 0.0154, p
= 0.0266, respectively) (Fig. 3A1 2). Further analysis of . ricinus life
cycle stages in relation to defl and def2 expression in Rickettsia spp.
positive males (n = 24) and females (n = 48) revealed no significant
differences. DefDr gene expression showed no differences when
compared D. r latus males and females positive for Borrelia spp. (n =
11, n = 27, respectively) and Ricketisia spp. (n = 30, n = 42, respec-
tively) (Fig. 3B3-4).

Defensin genes exp in L ricinus vs D. reticulatus. Com-
parison of defensin genes expression in I ricinus and D. reficulatus, ticks
which has been shown to harbour Borrelia spp., Rickertsia spp.,
A. phagocytophilum and N, mikurensts, revealed clear differences. In all
cases, significant overexpression (p < 0.05) of defDr was observed in
questing D. reticulatus for Borrelia spp. (n = 22), and A. phagocytophiilum
(n = 12), for Rickertsia spp. (n = 33) and for N. mikurensis (n = 14)
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(Fig. 1A-D). Compared to the control, defDr expression was 20.68-fold
times, 30.55-fold times, 17.35-fold times 14.94-fold times higher,
respectively. In the case of Borrelia spp. there were significant differ-
ences between questing D. reticulatus - Q-defDr (n — 22) compared to
defl (Q-defl; n = 22), def2 (Q-def2; n = 22) in questing I. ricinus. For
D. reticulatus, the value was 28-fold and 25-fold higher, respectively
(Fig. 4A). A similar trend was also observed in the presence of Rickettsia
spp. (Q-defDr (n = 33) vs. Q-def] (n = 42); Q-defDr vs. Q-def2 (n — 42)),
A. phagocytophilum (Q-defDr (n = 12) vs Q-def] (n = 10), Q-defDr vs Q-
def2 (n = 10)) and N. mikurensis (Q-defDr (n = 14) vs Q-def1 (n = 17); Q-
defDr vs Q-def2 (n=17)) in questing ticks (Fig. 4B-D). Overexpression of
defDr was only observed in engorged ticks in the presence of boreliae (n
=16) (p = 0.0037) (Fig. 1A).

Co-infections. The results show that the expression of defl, def2
(I ricinus, n — 69) and defDr (D. reticulatus, n — 74), genes was signifi-
cantly lower in monoinfections compared to co-infections (n = 39 and n
= 34, respectively) (2-fold, 1.6-fold and 2.4-fold, p = 0.0119, p = 0.025,
P = 0.0090, respectively) (I'ig. 5A1-3). However, a detailed statistical
analysis of the results showed only significant differences in defI in
engorged I ricinus in the presence of monoinfection (n = 26) and double
co-infection (n = 16) (4.04-fold higher, p = 0.0410) (Fig. 581 -E2).
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Fig. 8. Differences in expression of defl, def2 (Ixudes ricinus) and defDr (Dermacentor reticulatus) genes between adull males, females, and nymphs A deft (A1), def2
(A2) and defDr (A3) gene expression in adnlt males, females, and nymphs, excluding tick infection. B. Differences in the expression of defi (B1), def2 (B2) and defDr
(B3-1) genes between the tested life eycles stages of ticks with confirmed presence of Borrelia spp. (B3) Ricketisia spp. (B1-3). The results shown are means and
standard deviations of gene expression values. Results were analysed by parametric or non-parametric ANOVA. and normalized to two endogenous reference genes,
actin and elongation factor, and to the relative contral (relative quantification (RQ) = 1: ticks without pathogens examined).
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Fig. 4. Differences between the expression of def1, def2 and defDr genes in engorged and questing Ixodes ricimits and Dermacenror reticuilaris ticks without taking into
account the co-occnrrence of pathogens: Borrelin spp. (A), Rickensia spp. (B), A. phagocyrophiltm (C), N. mikurensis (D). The results shown are means and standard
deviation values of gene expression levels. Results in control and in questing and engorged ticks were analysed with the parametric or non-parametric ANOVA and
normalized to two endogenous reference genes. actin and elongation factor, and to the relative control (relative quantification (RQ) = 1; ticks without pathogens
examined); Q-G — questing L ricinus relative control, EI-C - engorged L ricinus relative control, QD-C — questing D, reticulatius relative control, ED-C - engorged

D. reticulatus relative cantrol.
5. Discussion

In this study, we investigated the prevalence and diversity of tick-
borne pathogens in questing and feeding dogs I ricinus and
D. reticulatus and their influence on the expression of defensin genes. The
tests carried out on 428 ticks showed that more than 50% of the ticks
carried one to four pathogens. Co-infections were found in about one
third of the ticks examined. The gene expression analysis revealed dif-
ferences in the expression of defensin genes when a pathogen and co-
infections were detected in the ticks. However, the analyzes showed
that the probability of simultaneous occurrence of two, three or four
pathogens in the ticks tested was low and the recorded cases of co-
occurrence were rather random.Although 19 tick species have been
identified in Poland, I. ricinus and D. reticulatus are the most widespread
species, as is the case throughout Europe (Kubiak et al., 2018; Now
aleChmua and Sinda, 2012). L ricinus ticks are the main vectors of
pathogens that cause tick-borne infections in humans in Europe.
Although most of the infections caused by these pathogens are thought
to be asymptomatic or mild and self-limiting, their potential to cause
severe disease, particularly in immunocompromised individuals, must
be seriously considered. Due to the lack of characteristic symptoms, low
awareness, lack of surveillance and limited use/availability of diag-
nostic tests for these under-recognized tick-borne di a significant
number of cases are likely to remain undiagnosed, leaving the public
health impact unclear (Quarsten =t al., 2023). Both the I. ricinus and D.
reticul: ticks are considered as reservoirs and vectors of pathogens
(Zajuc et al, 2023) and play a critical role in the transmission and
maintenance of tick-borne pathogens in the environment (Rubel et al.,
2020).

The infection rate of pathogens identified in ticks in this study is
consistent with the ranges observed in other European studies (Arz et al.,

2023; Gandy er al., 2022; Larsson et al., 2018; Sands et al., 2022; Strnad
et al, 2017), Inrelation to this part of the study, it is important to point
out that the pathogens detected in ticks feeding on dogs may not reflect
tick infection, as the positive signal could be due to their presence in the
blood meal. However, studies on the prevalence of tick-borne pathogens
only provide the background for the present study. Our main objective
was to analyse the differences in gene expression of defensins in questing
and feeding I ricinus and D. reticulatus ticks carrying pathogens
(including co-infections). We emphasize that when analysing the results
from feeding ticks, it should be taken into account that variations in gene
expression may be due to either previous exposure to pathogens or
recent acquisition of pathogens during the blood meal. The analysis of
the results obtained, confirmed our hypothesis that the presence of the
pathogens can influence the expression of defensin genes in the tick's
body. This is a well-known relationship that does not only apply to ticks.
It is important to point out that the level of gene expression does not
always corr d to the exp of p , as protein expression
and function can be influenced by various post-transcriptional and
post-translational processes. Nevertheless, gene expression trends are
valuable as they can provide insight into the biological processes that
are activated or inhibited in cells, tissues and organisms.

The comparison of the expression of def1 and def2 genes between life
stages shows that it is significantly lower in nymphs than in females of
I ricinus ticks. This result could be related to the vector capacity of these
ticks and could apply to certain tick-pathogen combinations. Consid-
ering that females lay eggs, which may contribute to the maintenance of
some pathogens with transovarial transmission cycles, that they feed
longer, which increases the likelihood of pathogen transmission to the
host, and that females consume larger blood meals than nymphs, which
may increase the likelihood of infection. And the consequence could be
an increased expression of defensin genes in the females. On the other
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hand, the nymphs of I. ricinus are considered to be very important vec-
tors of borreliae (Kubialk et al., 2022). The low expression of defensin
genes at this stage seems to favour the tr of spiroch To
summarize, the above suggest a lower vector capacity rather than an
explanation for the important role of females in the trar and
maintenance of pathogens.Fig. &

Ticks cannot automatically be regarded as vector of certain patho-
gens after the pathogen has been detected in the genetic material of the
tick. To act as a vector for a horizontally persistent pathogen, a tick
species must have the ability to ingest the pathogen during the larval or
nymphal stage. The vector must be able to retain the pathogen through
the moulting stages and transmit it to a host during feeding in the next
nymph stage or in the adult tick (Fisen, 2020). Vertical/transovarial
wansmission occurs while pathogen is transmitting from the female tick
to the larvae of the next generation (Ravindran et al., 2023). L ricinus
ticks are considered vectors of a variety of pathogens, including the
causative agent of Lyme disease (LD). Their role as vectors is enhanced
by their generalist nature (Michalski et al,, 2020). The importance of
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D. reticulatus in the transmission of Borrelia spp. and A. phagocytophlium
appears to be insignificant; on the contrary, D. reticulatus ticks have been
shown to be vector of Rickettsia spp. and Babesia spp. (lubiak et al,
2024). Currently, there is no conclusive evidence for the epidemiolog-
ical importance of D. reticulatus ticks in the transmission of N. mikurensis
(Szezotko et al, 2023). In contrast to Rickertsia spp. and Babesia spp.,
transovarial transmission of Borrelia spp., N. mikurensis, and
A. phagocytophilum does not occur (Dumler et al., 2001; Michalski et al.|
2020; Mierzejewska et al., 2018; Piotrowski and Rymaszewska, 2020;
Richter and Matuschka, 2012). These differences in vector competence
between tick species are probably related to different mechanisms of
innate immunity, including the action of defensins (Taylor, 2006).

In the present study, significant changes in gene expression were
observed in ticks with proven presence of Borrelia spp., Rickettsia spp.
and N. mikurensis. A study by Ceraul et al. (2007) confirmed the upre-

lation of defensin in resp to Rick is in Der
vm'mbxlis (ticks were fed via capillary tubes). Significant differences were
also observed in the presence of Borrelia spirochetes (Ceraul er al,
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Difference in genes expression between ticks with confirmed monoinfection and co-infection for def! (A1), def2 (A2), defDr (A3). B. Difference in genes expression
between ticks with confirmed monoinfections and 2,3-co-infections (B1-questing ticks: Bla-def1, Bib-def2, Ble-defDr B2-engorged ticks: B2a-def1, B2b-def2, B2c-
defDr). The results shown are means and dard de of gene exp values, Results were analysed by the paramelric or non-parametric ANOVA and
normalized to two endogenous reference genes, actin and elongation factor, and to the relative contral (relative quantification (RQ) = 1; ticks with no
known pathogen).
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2007). When comparing the defensins of I ricinus and D. reticulatus, the
most significant difference was observed in questing D. reticulatus ticks.
In the presence of spirochetes, it is important to emphasize that the
expression of defl and def2 showed no significant increase in I ricinus
ticks. A significant upregulation was observed in the expression of the
defDr gene, which increased several-fold compared to the control group
in which the presence of the pathogen was not confirmed. This could be
related to the fact that L. ricinus ticks are very efficient vectors for Borrelia
spirochetes (Sprong et al., 2018) and have a long co-evolution. On the
contrary, transmission of the LD agent was not confirmed in
D. reticulatus, which correlates with the high expression of the defDr gene
detected in this study. Chrudimska et al. (2014) conducted a study on
the anti-borrelial activities of Dermacentor’ defensin, indicating its
possible role in the clearance of ingested Borrelia from a blood meal.
Johms et al. (2001) observed a borreliacidal effect of D. variabilis
defensin (varisin). This effect was only maintained when it occurred
together with lysozyme. This tick species is unable to maintain and
spread B. burgdorferi s.1., the causative agent of LD (Piesman and Sinsky,
1988) suggesting a possible role of varisin and lysozyme in the inability
of D. variabilis to sustain spirochetes (Johns et al., 2001).

A study conducted by Rudalf and Hubalek (2003) showed that sali-
vary gland and midgut extracts of D. reticulatus affect the spirochetes of
Borrelia garinii in vitro. Both extracts affect the motility of the spiro-
chetes, and the salivary gland extract altered the morphology of the
Borrelia (Rudolf and Hubalek, 2003). These results indicate a potential
regulatory mechanism that may be at play in the interaction between the
tick host and the pathogen. Other studies indicate that the Def2 isoform
has a greater potential to inhibit and kill microorganisms than Defl (Wu
et al., 2022). In our study, there are no significant differences berween
def1 and def2 expression. Questing ticks in which the presence of Rick-
ettsia spp. and A. phagocytophilum was detected, we observed that def2 is
more strongly expressed than def]. We observed increased expression of
the defensin gene in L ricinus engorged ticks compared to questing ticks.
The results of the experiment indicate a higher exp of defensi
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limited ber of positive could lead to biases masking possible
differences in the expression of the studied genes. Therefore, we per-
formed a statistical analysis consisting of 10 or more individuals per
condition. Additional studies with a larger sample size are needed to
clarify the effect of these pathogens on defensin expression. A further
limitation of the study was that only gene expression was tested, which
does not necessarily correspond to protein expression, the pathogen was
only detected by PCR and no secondary diagnostic tests were used.

The incidence of various tick-borne diseases is increasing every vear,
probably due in part to the expansion of the geographical range of these
arachnids and the pathogens they transmit. These diseases are often the
cause of chronic and troublesome symptoms that can lead to permanent
health damage and, in the most severe cases, may result in the death of
animals and humans. Understanding the relationship between host, tick
and pathogen is therefore crucial for protection. The present results
show changes in the expression profiles of defensin genes during infec-
tion and thus indirectly indicate the important role of defensins in the
innate immune response of ticks and in the interactions between ticks
and pathogens,

1
P

6. Conclusion

The study confirmed the hypothesis that the expression of defensin
genes in ticks collected in natural environments is influenced by the
presence of various pathogens and/or blood meals. It has also been
observed that the simultaneous presence of several pathogens enhances
the expression of defensin genes in the tick body. The present study
supports the involvement of defensins in the innate immune response of
ticks. Here, the burden of infection was not assessed, limiting the anal-
ysis of possible correlations with changes in gene expression. Since ticks
usually produce several defensins, each of which plays a specific role
that differs in their expression level, tissue distribution and efficacy

different path other defe should also be investigated.

genes in ticks that are actively feeding and engorged. Zhou et al. (2007)
shows that the expression of tick defensins is increased when
non-infected blood is ingested. This can be explained by the fact that
since blood ingestion correlates with pathogen invasion, so that feeding
may serve as an inductive factor for the expression of tick defence
proteins even before the actual infection begins (Chrudimska et al,
2011). We found significant differences in the expression of defDr and
defl in ticks harbouring one or more pathogens, with a further
enhancement of this expression noted in ticks with confirmed
co-infections. Expression of def] and def2 genes in I ricinus was induced
by pathogen infection and blood feeding environment (Chrudimska
etal, 2011), It remains speculative whether defensins could play a role
in blood digestion. Chrudimska et al. (2011) show that both def1 and
def2 genes are able to readily lyse erythrocytes up to a concentration of
12.5 pM. According to these authors, a more likely explanation for the
upregulation of defensin gene expression after blood intake is the acti-
vation of the immune system in resp to the simultaneous ingesti

of pathogens and blood meal. During feeding, ticks are naturally
exposed to the host's blood environment, which may contain infectious
pathogens. Activation of the tick’s innate immune system is necessary
for successful defence against potential invading pathogens and conse-
quently for completion of blood ingestion and the life cycle. Defensins
are induced by many stimuli as part of the innate immunity pathway.
They are mainly upregulated in the midgut as a consequence of blood
feeding (Nakajima et al., 2001, 2002; Saito et al., 2009; Tsuji et al,
2007). Interestingly, we can observe a tendency to decrease defDr
expression in infected D. reticularus when the ticks are engorged with
blood, This could be related to different mechanisms of regulation of
defensin gene expression in both tick species during blood ingestion,
combined with the fact that ticks express variety of defensins with
different functions. One of the limitations of the present study relates to
the low prevalence of A. phagocytophilum and especially Babesta spp. The

Und ding the function and regulation of tick defensins is an
important part of elucidating the mechanisms underlying tick fitness
and vector competency. Exploring their potential could provide new
strategies to combat tick-borne diseases and reduce their impact on
public health.
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Supplementary Materials

Table S1. Prevalence of Borrelia spp., Rickettsia spp., Babesia spp.. A. phagocytophilum and
N. mikurensis in questing ticks

Borrelia spp. Rickettsia spp. Babesia spp A. phagocytophilum N. mikurensis
No. No. No. No. No.
Tick species sex Y, (95% CI) Y, (95% CT) Y, (95% CT) Y, (95% CI) %, (95% CT)
¥ 12/61 16/61 16l 061 1161
19.7 {10.6-31.8) 26.2(15.8-39.1) 1.6 (0.04-8.8) 0(0.0-0.0) 18.0(9.4 -30.0)
1 vici 345 2045 1/45 645 445
. vicinus M
6.7 (14-18.3) 44.4 (29.6-60.0) 22(0.06-11.8) 13.3(5.1-26.8) 89(2.5-21.2)
N 723 623 0/23 4123 223
: 30.4(13.2-52.9) 26.1(10.2-48.4) 0 (0.0-0.0) 17.4 (4.9-38.8) 8.7 (1.1-28.0)
Subtotal 22/129 42129 2/129 101129 17/129
' 17.1 (11.0-24.7) 32.6 (24.6-41.49) 1.6 (0.2-5.5) 7.8 (3.8-13.8) 13.2 (7.9-20.3)
F 14/44 11744 0/44 9/44 4/44
31.8(18.6-47.6) 25.0(13.2-40.3) 0 (0.0-0.0) 20.5(9.8-35.3) 9.1(2.521.7)
D. reticulat
M 8/52 2252 282 3/52 10152
15.4(69-28.1) 423 (28.7-56.8) 39(0.5-132) 5.8(1.2-16.0) 19.2(9.6-32.5)
St 22/9 33/96 296 1296 14/96
) 22.9 (15.0-32.6) 344 (25.0-44.8) 2.1 (0.3-7.3) 12.5 (6.6-20.8) 14.6 (8.2-23.3)
Total 441225 75225 41225 221225 31225
19.6 (14.6-254) 33.3(27.2-39.9) 1.8 (0.5-5.5) 9.8 (6.2-14.4) 13.8(9.6-19)

Table S2. Prevalence of Borrelia spp., Rickeitsia spp.. Babesia spp., A. phagocytophilum and
N. mikurensis in ticks collected from dogs.

Borrelia spp. Rickettsia spp. Babesia spp A. phagocytophilum N. mikurensis
= N No. No. No. No. No.
Tick species sex:
%, (95% CI) %o, (95% CI) Yo, (95% CI) Yo, (95% CI) Yo, (95% CI)
] 577 32717 377 277 14/77
L idiils 6.5(2.14-14.5) 41.6 (30.43-53.4) 3.9(08-11.0) 26(32-9.0) 18.2(10.31-28.6)
M 117 47 07 0/7 27
143 (0.4-57.9) 44,4 (29.6-60.0) 0(0.0-0.0) 0 (0.00.0) 286 (3.7-71.0)
Subtotal 6/84 36/84 3/84 2/84 16/84
7.1(2.7-14.9) 429 (32.1-54.1) 3.6(0.7-10.8) 24(0383) 19.1 (11.3-29.1)
F 137104 31/104 2/104 0/104 4104
12.5(6.8-2043) 29.8(21.2-39.6) 19(0.2-6.8) 0 (0.0-0.0) 3.9(1.1-9.6)
D. reticulatus
M 315 815 015 015 5/15
20,0 (4.3-48.1) 53.3(26.6-78.7) 0(0.0-0.0) 0 (0.0-0.0) 33.3(11.8-61.6)
Subtotal 16/119 39119 21119 0119 9119
13.5(7.9-20.9) 32.8 (24.5-42.0) 1.7 (0.25.9) 0 (0.040.0) 7.6 (3.5-13.9)
Total 22/203 75203 5203 2/1203 25/203
10.8 (6.9-15.9) 36.9 (30.3-44.0) 2.5(0.8-5.7) 0.99 (0.0012-3.5) 12.3 (8.1-17.6)
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Table S3. Monoinfection rates of questing and engorged ticks removed from dogs living in
shelters north-eastern Poland, with the pathogens of the genera Borrelia, Babesia, Rickettsia,

Anaplasma and Neoehrlichia.

Monoinfections
No.
% (95% C1)

Tick
£ Borreliu spp. Bubesia spp. Rickertsia spp. A. phagocytophitum N. mikurensis
:gpeues
s 8/43 /43 23/43 /43 13/43
Questing Ir
ks 18.6 (8.4 33.4) 0.0 (0.0 8.2) 53.5(37.7 68.8) 0.0 (0.0 8.2) 30.2 (17.2-46.1)
i
Dr 4723 023 13/23 2/23 423
17.4 (5.0-38.8) 0.0 (0.0-14.8) 56.5 (34.5-76.8) 8.7 (1.1-18.0) 17.4 (5.0-38.8)
Siibitstal 12/66 /66 36/66 2/66 17/66
18.2 (9.8-29.6) 0.0 (0.0-14.8) 54.6 (41.8-66.9) 3.0 (0.4-10.5) 25.8 (15.8-38.0)
126 2726 19726 026 4/26
Engorged Ir
e 3.9 (0.1-19.6) 7.7 (0.9-25.1) 73.1 (52.2-88.4) 0.0 (0.0-13.2) 15.4(4.4-34.9)
ok
B 12/51 2/51 31451 (V8] 5¢51
-
23.53(12.8-37.5) 3.9(0.5-13.5) 60.8 (46.1-74.2) 0.0 (0.0-7.0) 9.8(3.3-214)
1377 477 S0/77 077 9%77
Subtotal
16.9 (9.3-27.1) 5.2 (1.4-12.8) 64.9 (53.2-75.5) 0.0 (0.0-4.7) 11.7 (5.5-21.0)
Total 25/143 4/143 86/143 2/143 26/143
& 17.5 (11.6-24.7) 2.8 (0.8-7.0) 60.1 (51.6-68.2) 1.4(0.2-5.0) 18.2 (12.2-25.5)

! Ir- Ixodes ricinus, Dr- Dermacentor reticulatus
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Table S4. Co-infection rates of questing and feeding ticks removed from dogs living in shelters
in north-eastern Poland, with the pathogens of the genera Borrelia, Babesia, Rickettsia,
Anaplasma and Neoehrlichia.

Co-infections

No.
Yo (95% CI)
s 1 RN BN BR A B/A AN Bab/R Bab™N B/RIN BR/A Bab/BR BRIAN
Tiek species
3123 w23 |23 4723 323 023 1723 1723 0:23 323 023 0123
Ir 13.0 0.0 348 174 13.0 0.0 a4 44 0.0 13.0 0.0 0.4
(2833.6)  (00-148)  (164-57.3) (49388 (28336}  (00-148)  (0.1220)  (0.1-220)  (©00-148) (283360 (00-148)  (0.0-148)
Quesiing
ticks
324 24 524 124 2124 124 /24 024 324 424 1724 224
Dr 125 42 20.8 42 83 42 42 0.0 12.5 85 a2 83
(27324 O12L1)  (R1-422) (01210 (102700 (G12L1) (01211 (00760 (27324)  (24204)  (O12L1)  (1.027.0)
6147 147 13447 547 47 1147 247 147 347 747 147 2047
Subtotal 128 2.1 27.7 10.6 10.6 21 4.3 21 64 14.9 Y 43
48257 (0.05-11.3)  (15.642.6) (3.6-23.1) (3.6-23.1)  (0.05-11.3) (0.5-14.5) (0.05-11.3)  (13-17.5) (6.2-28.3) (0.05-11.3) (0.5-14.5)
116 216 216 2/16 w6 0116 /16 016 016 016 016 016
Ir 625 125 125 125 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00 0.0 00
(35.4-848)  (1.6383)  (L6384)  (163%4)  (0.0206)  (0.0206)  (0.0206) (00206  (00-206) (0.020.6)  (0.0-20.6)  (0.0-206)
Engorged
ticks
410 010 10 010 10 010 1710 w10 0/10 10 010 010
Dr 40.0 (X4} 50 0.0 0.0 0.0 1o 0.0 0.0 0.0 0o 0.0
(122738)  (0.0-30.9)  (I8.7-813)  (0.0-30.9)  (0.0309)  (0.0-30.9) (03445  (0.0-309)  [00-30.9) (0.0-30.9)  (0.0-30.9)  (0.0-30.9)
1426 226 7126 2126 0126 0126 1126 26 0126 0126 026 026
Subtotal 53.9 7.7 26.9 77 132 132 3.9 13.2 132 13.2 13.2 152
(334-734)  (0925.0)  (11L647.8)  (0.9250)  (0.0-132)  (0.0-13.2)  (0.1-19.6)  (0.0-132)  (00-13.2) (0.0-13.2)  (0.0-13.2)  (0.0-13.2)
2073 373 2073 73 S73 1173 373 173 373 773 73 273
Total 274 4.1 2.4 9.6 6.9 14 4.1 14 4.1 9.6 14 27
(17.6-39.1) (0.9-11.5) (17.6-39.1) {3.9-18.8) (2.3-15.3) (1.03-7.4) ©.9-11.5) (0.03-7.4) 0.9-11.5)  (3.9-18.8) (0.03-7.4) (0.3-9.6)
! Ir- Ivodes ricinus, Dr- Dermacentor reticulatus; * A- Anapl phagocvtophilum, R- Rickettsia spp., B- Borrelia spp., Bab-

Babesia spp., N - Neoehrlichia mikurensis
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Sequencing data

Sample No 25 _Anaplasma phagocytophilum, 16S ribosomal RNA gene, . ricinus male questing tick:
>Consensus
TTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTG
GGTAATACTGTATAATCCCTGCGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGT
TGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGA
ACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTG
ATCCAGCTATGCCGCGTGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAACTCTTTCAGTAGGGAAGATAATGA
CGGTACCTACAGAAGAAGTCCCGGCAAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCAAGC
GTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCATGTAGGCGGTTCGGTAAGTTAAAGGTGAAATGCCAGGGC
TTAACCCTGGAGCTG
ID: FP1X9VZ3013
Job Title: Nucleotide Sequence
Program: BLASTN
Query: None ID: Icl|Query_55099(dna) Length: 496
Database: nt Nucleotide collection (nt)

Sequences producing significant alignments:

Description Accession Scientific Name Identities
Anaplasma phagocytophilum MT221234.1 Anaplasma 496/496 (100%)
isolate Moose_3var 16S ribosomal phagocytophilum

RNA gene, partial sequence

Anaplasma phagocytophilum MH794246.1 Anaplasma 496/496 (100%)
isolate H-GN-20 168 ribosomal phagocytophilum

RNA gene, partial sequence

Anaplasma phagocytophilum MK341076.1 Anaplasma 496/496 (100%)
isolate GV1104 168 ribosomal phagocytophilum

RNA gene, partial sequence

Sample No 28 _Anaplasma phagocytophilum, 16S ribosomal RNA gene, /. ricinus male questing tick:
>Consensus
GCTATGAAGAATAATTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCC
ACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCTGCGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATG
TTAGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGATC
AGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATG
GGCGCAAGCCTGATCCAGCTATGCCGCGTGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAACTCTTTCAGTA
GGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGTCCCGGCAAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
GAGGGGGCAAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCATGTAGGCGGTTCGGTAAGTTAAAGGT
GAAATGCCAGGGCTTAACCCTGGA
RID: FP3G8C6D013
Job Title:Nucleotide Sequence
Program: BLASTN
Query: None ID: lcl|Query_54195(dna) Length: 506
Database: nt Nucleotide collection (nt)

Sequences producing significant alignments:

Description Accession Scientific Name Identities
Anaplasma phagocytophilum MK341075.1 Anaplasma 506/506 (100%)
isolate GV898 16S ribosomal RNA phagocytophilum

gene, partial sequence

Anaplasma phagocytophilum KY404197.1 Anaplasma 506/506 (100%)
isolate 42027-181 168 ribosomal phagocytophilum

RNA gene, partial sequence

Anaplasma phagocytophilum ON614171.1 Anaplasma 506/506 (100%)
isolate 241 168 ribosomal RNA phagocytophilum

gene, partial sequence
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Sample No 76 __Anaplasma phagocytophilum, 16S ribosomal RNA gene, I ricinus female engorged tick:
>Consensus
ATAGCTTGCTATAAAGAATAATTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGG
GATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCTGCGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATGA
GCCTATGTTAGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTGGTCTGAGAG
GATGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
GACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCTATGCCGCGTGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAACTCT
TTCAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGTCCCGGCAAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGGAGGGGGCAAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCATGTAGGCGGTTCGGTAAGTT
AAAGGTGAAATGCCAGGGCTTAACCCTGGAGCT
RID: FP48F3ZX016
Job Title:Nucleotide Sequence
Program: BLASTN
Query: None ID: Icl|Query 17905(dna) Length: 516
Database: nt Nucleotide collection (nt)

Sequences producing significant alignments:

Description Accession Scientific Name Identities
Anaplasma phagocytophilum KP276588.1 Anaplasma 516/516 (100%)
isolate MR-23 168 ribosomal RNA phagocytophilum

gene, partial sequence

Anaplasma phagocytophilum MW800889.1 Anaplasma 516/516 (100%)
isolate 42027-181 16S ribosomal phagocytophilum

RNA gene, partial sequence

Anaplasma phagocytophilum JN181071.1 Anaplasma 516/516 (100%)
isolate Ir287d 16S ribosomal RNA phagocytophilum

gene, partial sequence

Sample No 33 Anaplasma phagocytophilum, 16S ribosomal RNA gene, D. reticulatus female engorged
tick:
>Consensus
TAGTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCTGCGGGGGAAAGATTTATCGCTA
TTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTGG
TCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCTATGCCGCGTGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGTTGTA
AAACTCTTTCAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGTCCCGGCAAACTCCGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGGAGGGGGCAAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCATGTAGGCGGTTC
GGTAAGTTAAAGGTGAAATGCCAGGGCTTAACCCTGGAGCTGCTTT
RID: FPSEZVHTOI13
Job Title:Nucleotide Sequence
Program: BLASTN
Query: None ID: Icl|Query 62621(dna) Length: 459
Database: nt Nucleotide collection (nt)
Sequences producing significant alignments:

Description Accession Scientific Name Identities
Anaplasma phagocytophilum MK239931.1 Anaplasma 459/459 (100%)
isolate D-GB-8 16S ribosomal phagocytophilum

RNA gene, partial sequence

Anaplasma phagocytophilum MH794246.1 Anaplasma 459/459 (100%)
isolate H-GN-20 16S ribosomal phagocylophilum

RNA gene, partial sequence

Anaplasma phagocytophilum MN170722.1 Anaplasma 459/459 (100%)
isolate V40 168 ribosomal RNA phagocytophilum

gene, partial sequence

Sample No 188_Rickettsia spp., citrate synthase (gltA) gene, I ricinus female questing tick:
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>Consensus
TGCTTGCGGCTGTTGGTTCTCTTTCGGCATTTTATCCTGATTTATTGAATTGTAAGGAAGCAGACTACAA
ACTTACTGCTATTAGAATGATTGCTAAGATACCTACCATCGCCGCAATGTCTTATAAATATTCTATAGGAC
AACCGTTTATTTATCCTGATAATTCGTTAGATTTTACCGAAAATTTTCTGCATATGATGTTTGCAACGCCTT
GTACGAAATATAAAGTAAATCCAATAATAAAAAATGCTCTTAATAAGATATTTATCCTACATGCCGATCAT
GAGCAGAATGCTTCTACTTCAACAGTCCGAATTGCCGGCTCATCTGGAGCTAACCCTTTTGCTTGTATTA
GTACGGGTATTGCATCACTTTGGGGACCTGCTCACGGTGGGGCTAATGAAGCGGTAATAAATATGCTTAA
AGAAATTGGTAGTTCTGAGAATATCCCTAAATATATAGCTAAAGCTAAGGATAAAAATGATCCGTTTAGG
TTAATAGGCTTCGGTCATCGTGTATATAAAAACTACGATCCACGTGCCGCAGTACTTAAAGAAACTTGTA
AGGAAGTATTAAAGGAACTCGGACAGCTAGAAAACAATCCGCTCTTACAAATAGCAATAGAACTTGAA
GCTATCGCTCTTAAAGATGAATATTTTATTGAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGATTTTTATTCGGGTATT
ATCTATAAAGCTATGGGTATACCGTCGC

RID: FNSBU395013

Job Title:Nucleotide Sequence

Program: BLASTN

Query: None ID: Icl|Query 32959(dna) Length: 732

Database: nt Nucleotide collection (nt)

Sequences producing significant alignments:

Description Accession Scientific Name Identities
Ricketisia helvetica strain Bel-24-  MH618386.1 Rickettsia helvetica 732/732 (100%)
28 citrate synthase (g/t4) gene,

partial cds

Rickettsia helvetica citrate synthase  KU310588.1 Rickeitsia helvetica 732/732 (100%)
(gltA) gene, complete cds

Rickeltsia helvetica isolate Om- 0Q866615.1 Rickettsia helvetica 732/732 (100%)

74 lapr_m citrate synthase (g/t4)
gene, partial cds

Sample No 119_Rickettsia spp., citrate synthase (gltA) gene, /. ricinus male questing tick:
>Consensus
TTATGCTTGCGGCTGTTGGTTCTCTTITCGGCATTTTATCCTGATTTATTGAATTGTAAGGAAGCAGACTAC
AAACTTACTGCTATTAGAATGATTGCTAAGATACCTACCATCGCCGCAATGTCTTATAAATATTCTATAGG
ACAACCGTTTATTTATCCTGATAATTCGTTAGATTTTACCGAAAATTTTCTGCATATGATGTTTGCAACGC
CTTGTACGAAATATAAAGTAAATCCAATAATAAAAAATGCTCTTAATAAGATATTTATCCTACATGCCGAT
CATGAGCAGAATGCTTCTACTTCAACAGTCCGAATTGCCGGCTCATCTGGAGCTAACCCTTTTGCTTGTA
TTAGTACGGGTATTGCATCACTTTGGGGACCTGCTCACGGTGGGGCTAATGAAGCGGTAATAAATATGCT
TAAAGAAATTGGTAGTTCTGAGAATATCCCTAAATATATAGCTAAAGCTAAGGATAAAAATGATCCGTTT
AGGTTAATAGGCTTCGGTCATCGTGTATATAAAAACTACGATCCACGTGCCGCAGTACTTAAAGAAACTT
GTAAGGAAGTATTAAAGGAACTCGGACAGCTAGAAAACAATCCGCTCTTACAAATAGCAATAGAACTT
GAAGCTATCGCTCTTAAAGATGAATATTTTATTGAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGATTTTTATTCGGG
TATTATCTATAAAGCTATGGGTATACCGTCGCAAATGTTCAC
RID: FNTS7MS81013
Job Title:Nucleotide Sequence
Program: BLASTN
Query: None ID: lcl|Query 27445(dna) Length: 745
Database: nt Nucleotide collection (nt)
Sequences producing significant alignments:

Description Accession Scientific Name Identities
Rickettsia helvetica strain Bel-24-  MH618386.1 Rickettsia helvetica 745/745 (100%)
28 citrate synthase (gltA) gene,

partial cds

Rickettsia helvetica clone 185Skh  KT825961.1 Rickettsia helvetica 745/745 (100%)
citrate synthase (gltA) gene, partial

cds

Rickettsia helvetica COP9 citrate U59723.1 Rickeitsia helvetica 745/745 (100%)
synthase (gltA) gene, partial cds CIP9
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Sample No 142 Rickettsia spp., citrate synthase (gltA) gene, /. ricinus male engorged tick:
>Consensus
GCTTGCGGCTGTTGGTTCTCTTTCGGCATTTTATCCTGATTTATTGAATTGTAAGGAAGCAGACTACAAA
CTTACTGCTATTAGAATGATTGCTAAGATACCTACCATCGCCGCAATGTCTTATAAATATTCTATAGGACA
ACCGTTTATTTATCCTGATAATTCGTTAGATTTTACCGAAAATTTTCTGCATATGATGTTTGCAACGCCTTG
TACGAAATATAAAGTAAATCCAATAATAAAAAATGCTCTTAATAAGATATTTATCCTACATGCCGATCATG
AGCAGAATGCTTCTACTTCAACAGTCCGAATTGCCGGCTCATCTGGAGCTAACCCTTTTGCTTGTATTAG
TACGGGTATTGCATCACTTTGGGGACCTGCTCACGGTGGGGCTAATGAAGCGGTAATAAATATGCTTAAA
GAAATTGGTAGTTCTGAGAATATCCCTAAATATATAGCTAAAGCTAAGGATAAAAATGATCCGTTTAGGTT
AATAGGCTTCGGTCATCGTGTATATAAAAACTACGATCCACGTGCCGCAGTACTTAAAGAAACTTGTAAG
GAAGTATTAAAGGAACTCGGACAGCTAGAAAACAATCCGCTCTTACAAATAGCAATAGAACTTGAAGC
TATCGCTCTTAAAGATGAATATTTTAT TGAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGATTTTTATTCGGGTATTAT
CTATAAAGCTATGGGTATACCGTCGCAAATGTTCAC
ID: FNUDPBNWO016
Job Title:Nucleotide Sequence
Program: BLASTN
Query: None ID: Icl|Query 3665(dna) Length: 741
Database: nt Nucleotide collection (nt)
Sequences producing significant alignments:

Description Accession Scientific Name Identities
Rickettsia helvetica strain Bel-24-  MH618386.1 Rickettsia helvetica 741/741 (100%)
28 citrate synthase (gltA) gene,

partial cds

Rickettsia helvetica citrate synthase  KU310588.1 Rickettsia helvetica 741/741 (100%)
(gltA) gene, complete cds

Rickettsia helvetica isolate Om- 0Q866615.1 Rickettsia helvetica 741/741 (100%)

74 _lapr_m citrate synthase (gltA)
gene, partial cds

Sample No 57 Ricketisia spp., citrate synthase (gltA) gene, D.reficulatus female engorged tick:
>Consensus
TATGGCTATTATGCTTGCGGCTGTTGGTTCTCTTTCGGCATTTTATCCTGATTTATTGAATTGTAAGGAAGC
AGACTACAAACTTACTGCTATTAGAATGATTGCTAAGATACCTACCATCGCCGCAATGTCTTATAAATATT
CTATAGGACAACCGTTTATTTATCCTGATAATTCGTTAGATTTTACCGAAAATTTTCTGCATATGATGTTTG
CAACGCCTTGTACGAAATATAAAGTAAATCCAATAATAAAAAATGCTCTTAATAAGATATTTATCCTACAT
GCCGATCATGAGCAGAATGCTTCTACTTCAACAGTCCGAATTGCCGGCTCATCTGGAGCTAACCCTTTT
GCTTGTATTAGTACGGGTATTGCATCACTTTGGGGACCTGCTCACGGTGGGGCTAATGAAGCGGTAATAA
ATATGCTTAAAGAAATTGGTAGTTCTGAGAATATCCCTAAATATATAGCTAAAGCTAAGGATAAAAATGAT
CCGTTTAGGTTAATAGGCTTCGGTCATCGTGTATATAAAAACTACGATCCACGTGCCGCAGTACTTAAAG
AAACTTGTAAGGAAGTATTAAAGGAACTCGGACAGCTAGAAAACAATCCGCTCTTACAAATAGCAATA
GAACTTGAAGCTATCGCTCTT
RID: FNVSBNH20IR
Job Title:Nucleotide Sequence
Program: BLASTN
Query: None 1D: lcl|/Query_50141(dna) Length: 655
Databasc: nt Nucleotide collection (nt)

Sequences producing significant alignments:

Description Accession Scientific Name Identities
Rickettsia helvetica strain Bel-24-  MH618386.1 Ricketisia helvetica 655/655 (100%)
28 citrate synthase (gltA) gene,

partial cds

Rickettsia helvetica isolate SB-15- MK156098.1 Rickettsia helvetica 655/655 (100%)
2018 citrate synthase (gltA) gene,

partial cds

Rickettsia helvetica clone 185Skh ~ KT825961.1 Rickettsia helvetica 655/655 (100%)
citrate synthase (gltA) gene, partial

cds
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Sample No 59 Rickettsia spp., citrate synthase (gltA) gene, L ricinus female engorged tick:
>Consensus
GCTTGCGGCTGTTGGTTCTCTTTCGGCATTTTATCCTGATTTATTGAATTGTAAGGAAGCAGACTACAAA
CTTACTGCTATTAGAATGATTGCTAAGATACCTACCATCGCCGCAATGTCTTATAAATATTCTATAGGACA
ACCGTTTATTTATCCTGATAATTCGTTAGATTTTACCGAAAATTTTCTGCATATGATGTTTGCAACGCCTTG
TACGAAATATAAAGTAAATCCAATAATAAAAAATGCTCTTAATAAGATATTTATCCTACATGCCGATCATG
AGCAGAATGCTTCTACTTCAACAGTCCGAATTGCCGGCTCATCTGGAGCTAACCCTTTTGCTTGTATTAG
TACGGGTATTGCATCACTTTGGGGACCTGCTCACGGTGGGGCTAATGAAGCGGTAATAAATATGCTTAAA
GAAATTGGTAGTTCTGAGAATATCCCTAAATATATAGCTAAAGCTAAGGATAAAAATGATCCGTTTAGGTT
AATAGGCTTCGGTCATCGTGTATATAAAAACTACGATCCACGTGCCGCAGTACTTAAAGAAACTTGTAAG
GAAGTATTAAAGGAACTCGGACAGCTAGAAAACAATCCGCTCTTACAAATAGCAATAGAACTTGAAGC
TATCGCTCTTAAAGATGAATATTTTATTGAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGATTTTTATTCGGGTATTAT
CTATAAAGCTATGGGTATACCGTCGC
RID: FNVGPCEEO16
Job Title:Nucleotide Sequence
Program: BLASTN
Query: None ID: lcl|Query 127731(dna) Length: 731
Database: nt Nucleotide collection (nt)
Sequences producing significant alignments:

Description Accession Scientific Name Identities
Rickettsia helvetica strain Bel-24-  MH618386.1 Rickettsia helvetica 731/731 (100%)
28 citrate synthase (gltA) gene,

partial cds

Rickeitsia helvetica citrate synthase KU310588.1 Rickeltsia helvetica 731/731 (100%)
(gltA) gene, complete cds

Rickettsia helvetica clone 185Skh KT825961.1 Rickettsia helvetica 731/731 (100%)
citrate synthase (gltA) gene, partial

cds

Sample No 169_Babesia spp., 18S ribosomal RNA gene, /. ricinus male questing tick:
>Consensus
TCTTGTAATTGGAATGATGGTGACCTAAACCCTCACCAGAGTAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAAT
TICTGCGTTATCGAGTTATTGACTCTTGTCTTTAATCGATTTCGCTTTTGGGATTTATCCCTITTITACTTTG
AGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTTTGTCTTGAATACTTCAGCATGGAATAATAGAGTAGGACTT
TGGTTCTATTTTGTTGGTTTTTGAACCTTAGTAATGGTTAATAGGAACGGTTGGGGGCATTCGTATTTAAC
TGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGACGTTTCC
ATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCCTAACCATAAACTA
RID: FNW8V48Z016
Job Title:Nucleotide Sequence
Program: BLASTN
Query: None ID: lcl|Query 102927(dna) Length: 488
Database: nt Nucleotide collection (nt)
Sequences producing significant alignments:
Description Accession Scientific Name Identities
Babesia sp. venatorum isolate  OM913494.1 Babesia sp. venatorum 488/488 (100%)
Bab.vNGO small subunit
ribosomal RNA gene, partial

sequence

Babesia sp. 'venatorum' 18S KJ1663730.1 Babesia sp. venatorum 488/488 (100%)
ribosomal RNA gene, partial

sequence

Rickettsia helvetica clone MG344777.1 Babesia sp. venatorum 488/488 (100%)

185Skh citrate synthase (gltA)
gene, partial cds
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Sample 198 Babesia spp., 18S ribosomal RNA gene, D. reticulatus female engorged tick:
>Consensus
GGAATGATGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAGCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGTATTTTTGCGTTA
GCGGTTTGACCATTTGGTTGGTTATTTCGTTTTCGCTTTTGGGAATTTCCCTTTTTACTTTGAGAAAATTA
GAGTGTTTCAAGCAGACTTTTGTCTTGAATACTTCAGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTCTATT
TTGTTGGTTATTGAACCTTAGTAATGGTTAATAGGAACGGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGG
TGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGACGTTTCCATTAATCAA
GAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCCTAA
ID: FNWTCAUUOIR
Job Title:Nucleotide Sequence
Program: BLASTN
Query: None ID: lcl|Query_438795(dna) Length: 468
Database: nt Nucleotide collection (nt)
Sequences producing significant alignhments:
Description Accession Scientific Name Identities
Babesia canis isolate 59k small MN134074.1 Babesia canis 468/468 (100%)
subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence
Babesia canis isolate 250k MK&872807.1 Babesia canis 468/468 (100%)
small subunit ribosomal RNA
gene, partial sequence
Babesia canis isolate 3469 18S  KX712122.1 Babesia canis 468/468 (100%)
ribosomal RNA gene, partial
sequence

Sample 132 Babesia spp., 18S ribosomal RNA gene, /. ricinus female questing tick:
>Consensus
TCTTGTAATTGGAATGATGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAGCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGTA
TTTTTGCGTTAGCGGTTTGACCATTTGGTTGGTTATTTCGTTTTCGCTTTTGGGAATTTCCCTTTTTACTTT
GAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTTTGTCTTGAATACTTCAGCATGGAATAATAGAGTAGGACT
TTGGTTCTATTTTGTTGGTTATTGAACCTTAGTAATGGTTAATAGGAACGGTTGGGGGCATTCGTATTTAA
CTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGACGTTTC
CATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCCTAACCATAAACTA
RID: FNXE13VZ013
Job Title:Nucleotide Sequence
Program: BLASTN
Query: None 1D: lcl|Query 27765(dna) Length: 488
Database: nt Nucleotide collection (nt)
Sequences producing significant alignments:
Description Accession Scientific Name Identities
Babesia canis canis clone 20- MH143391.1 Babesia canis canis 488/488 (100%)
1A 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence
Babesia canis canis isolate KU681325.1 Babesia canis canis 488/488 (100%)
IR57 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence
Babesia canis canis isolate KT008057.1 Babesia canis canis 488/488 (100%)
Dog-1 18S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Sample No 26_Borrelia spp., outer surface protein A (ospA) gene, /. ricinus male questing tick:
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>Consensus
TAATAATAGCCTTAATAGCATGCAAGCAAAATGTTAGCAGCCTTGATGAAAAAAACAGCGCTTCAGTAG
ATTTGCCTGGTGAGATGAAAGTTCTTGTAAGTAAAGAAAAAGACAAAGACGGCAAGTACAGTCTAAAG
GCAACAGTAGACAAGATTGAGCTAAAAGGAACTTCTGATAAAGACAATGGTTCTGGAGTGCTTGAAGG
TACAAAAGATGACAAAAGTAAAGCAAAATTAACAATTGCTGACGATCTAAGTAAAACCCCATTCGAAC
TTTTCATGGCAAAACCCTA

RID: FNYNOU6VO16

Job Title:Nucleotide Sequence

Program: BLASTN

Query: None ID: lcl|Query_2443(dna) Length: 294

Database: nt Nucleotide collection (nt)

Sequences producing significant alignments:

Description Accession Scientific Name Identities
Borrelia afzelii strain KP7- HQ739053.1 Borreliella afzelii 238/239 (99%)
Bbsl-Dv-2009 linear plasmid

OspA (ospA) gene, partial cds

Borrelia burgdorferi strain U65818.1 Borreliella burgdorferi 245/246 (99%)
ACAL outer surface protein A

(ospA) gene, partial cds

Borrelia afzelii strain KP44- HQ739056.1 Borreliella afzelit 239/241 (99%)
Bb-DV-2009 linear plasmid

OspA (ospA) gene, partial cds

Sample No 108 Borrelia spp., outer surface protein A (ospA) gene, /. ricinus questing nymph:
>Consensus
TTAGCCTTAATAGCATGCAAGCAAAATGTTAGCAGCCTTGATGAAAAAAACAGCGCTTCAGTAGATTTG
CCTGGTGAGATGAAAGTTCTTGTAAGTAAAGAAAAAGACAAAGACGGCAAGTACAGTCTAAAGGCAA
CAGTAGACAAGATTGAGCTAAAAGGAACTTCTGATAAAGACAATGGTTCTGGGGTGCTTGAAGGTACA
AAAGATGACAAAAGTAAAGCAAAATTAACAATTGCTGACGATCTAAGTAAAACCACATTCGAACTTTTC
AAA
RID: FNZMUG61K016
Job Title:Nucleotide Sequence
Program: BLASTN
Query: None ID: lcl|Query_56461(dna) Length: 276
Database: nt Nucleotide collection (nt)

Sequences producing significant alignments:

Description Accession Scientific Name Identities
Borrelia afzelii strain Bavaria DQ155623.1 Borreliella afzelii 255/255 (100%)
CG 645 Tr OspA gene, partial

cds

Borreliella afzelii strain BO23 ~ CP018263.1 Borreliella afzelii 275/276 (99%)

plasmid Ip54-1p38 fusion,
partial sequence
B.afzelii ospA gene X85982.1 Borreliella afzelii 275/276 (99%)
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Sample 84 Borrelia spp., outer surface protein A (ospA) gene, /. ricinus female engorged tick:

>Consensus

TCTAATAATAGCCTTAATAGCATGCAAGCAAAATGTTAGCAGCCTTGATGAAAAAAACAGCGCTTCAGT
AGATTTGCCTGGTGAGATGAAAGTTCTTGTAAGTAAAGAAAAAGACAAAGACGGCAAGTACAGTCTAA
AGGCAACAGTAGACAAGATTGAGCTAAAAGGAACTTCTGATAAAGACAATGGTTCTGGAGTGCTTGAA
GGTACAAAAGATGACAAAAGTAAAGCAAAATTAACAATTGCTGACGATCTAAGTAAAACCACATTCGA

ACTTTTCAAA

RID: FPOIW 141013
Job Title:Nucleotide Sequence
Program: BLASTN

Query: None ID: lcl|Query 49791(dna) Length: 283

Database: nt Nucleotide collection (nt)
Sequences producing significant alignments:

Description Accession

Scientific Name

Identities

Borrelia afzelii strain KP193-  HQ739067.1
Bb-DV-2009 linear plasmid

OspA (ospA) pseudogene,

partial sequence

Borreliella afzelii

2321235 (99%)

Borrelia afzelii linear plasmid ~~ AB253532.1
ospA gene for OspA, partial
cds

Borreliella afzelii

282/283 (99%)

B.afzelii ospA gene CP018263.1

Borreliella afzelii

280/283 (99%)
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OPEN |nvestigation of genes expression
of the JAK/STAT signalling pathway
and AMPs in the presence of
Borrelia spirochetes in Ixodes
ricinus
Magdalena Szczotko! , Sandra Antunes?, Ana Domingos? & Malgorzata Dmitryjuk®

Multicellular animals need to control the spread of invading pathogens. This is a particular challenge
for blood-feeding vectors such as ticks, which ingest large amounts of blood potentially laden with
harmful microorganisms. Ticks have a basic innate immune system and protect themselves from
infection through innate immune responses involving pathways such as Janus kinase (JAK) or the
signalling transducer activator of transcription (STAT). Direct antimicrobial defence occurs through
the rapid synthesis of numerous antimicrobial agents including antimicrobial peptides (AMPs). The
tick Ixodes ricinus is one of the main vectors of the Lyme disease pathogen, the spirochete Borrelia
burgdorferi sensu |lato. Data suggest that the JAK/STAT signalling pathway controls the expression of
AMPs and regulates the infection of the pathogen in the tick body. The innate immune system during
the off-host period keeps the level of spirochete infection in check. Spirochetes may influence the
innate immune response in ticks, Therefore, the aim of this study was to analyse the expression of the
genes related to the JAK/STAT pathway and selected AMPs in questing ticks in which B. burgorferis.|.
was detected. In the ticks infected with spirochetes, overexpression of genes related to the JAK/STAT
signalling pathway was observed in the case of STAM and SOCS genes. AMPs genes such as def1, ric,
Izs were overexpressed with different expression patterns. The results obtained suggest that AMPs
may be involved in infection management in ticks.

The hard tick, Ixodes ricinus (Acari: Ixodidae), which is widely distributed in northern Europe, including
Poland’~ is known to transmit a variety of pathogens that are important in both the medical and veterinary
fields?, such as tick-borne encephalitis virus, Anaplasma phagocytophilum, Rickettsia spp. and parasitic protozoa
of the genus Babesia spp. Firstly, ticks are known to transmit bacteria of the Borrelia burgdorferi sensu lato (s..)
complex, which are spirochetes that cause Lyme disease (LD) and are spread by Ixodes spp. ticks. It is considered
the most common tick-borne infectious disease in North America and in Eurasian countries with temperate
climates'. More than 85,000 cases of LD are documented each year, with the highest prevalence observed in
Central European countries such as the Czech Republic, Estonia, Lithuania, Slovakia, and Poland?.

Asin other arthropods, the defence of ticks is based on innate, non-specific immunity®. The cellular response
in ticks is associated with hemocytes, which perform various functions such as phagocytosis, nodule formation
and encapsulation®, The regulation of the humoral response in ticks occurs via four main signalling pathways:
Nuclear factor-kappa B/ Toll (NF-xB/Toll), c-Jun N-terminal kinase (JNK) immunodeficiency (IMD}) and Janus
kinase/signal transducer and activator of transcription (JAK/STAT)®. Although the JAK/STAT signalling
pathway in the tick remains poorly understood, recent research has shown that itis indeed functional, suggesting
its important role in pathogen control””. The JAK/STAT pathway in ticks is activated in response to bacterial or
protozoan pathogens. The expression of antimicrobial peptides (AMPs) in the salivary glands and hemocytes of
Ixodes scapularis is controlled by the JAK/STAT pathway, which can both enhance and inhibit the regulation of

1Department of Biochemistry, Faculty of Biclogy and Biotechnology, University of Warmia and Mazury in
Olsztyn, Oczapowskiego 1A, Olsztyn 10-719, Poland. 2Global Health and Tropical Medicine (GHTM), Associate
Leboratory in Translation and Innovation Towards Global Health (LA-REAL), Instituto de Higiene e Medicina
Tropical (IHMT), Universidade NOVA de Lisboa (UNL), Rua da Junqueira 100, Lisbon 1349-008, Portugal. “email:
magdalena.szczotko@uwm edu.pl

Scientific Reports | (2025)15:2869 | https:jjdoi.org/10.1038/<41598-025-87506-6 nature portfolio

91|Strona



Rozprawa doktorska
mgr inz. Magdalena Szczotko

www.nature.com/scientificreports/

infections®™ %!, In I, scapularis, the JAK/STAT pathway plays a crucial role in mediating signals between the gut
microbiota and pathogen colonisation®™'' -,

Tick AMPs include lysosomes, cystatins, defensins and other novel AMPs that have been isolated from
numerous tick species', AMPs are an immediate response to danger, rapidly inhibit microbial replication and
are an essential component of the protective mechanism'*'®, AMPs are naturally occurring molecules that can
kill multidrug-resistant (MDR) bacterial strains. Therefore, clinical interest in these peptides has increased.
The prevalence of microbial MDR pathogens in the environment is putting pressure to discover a new class of
antibiotics' ',

A significant increase in the expression of defensin-like genes was observed in L ricinus individuals
infected with B. burgdorferi. Similar results were observed in studies with the ticks Dermacentor reticulatus and
Dermacentor variabilis'*-*', Furthermore, the data suggest that the JAK/STAT signalling pathway in I scapularis
ticks plays a crucial role in the regulation of A, phagocytophilum infection in ticks by controlling the expression
of AMPs!!, Previous studies of interactions between ticks and tick-borne pathogens (TBPs) have shown that both
the IMD and JAK/STAT signalling pathways play a central role in the control of bacterial infections by organisms
such as B. burgdorferi, A. marginale and A. phagocytophilunt’. For this reason, the interactions between the
spirochetes collected during host blood feeding and the innate immune system of ticks remain of interest to
researchers. Understanding the mechanisms of infection control and its suppression in ticks forms the basis for
the search for effective therapeutics against LD.

It is widely known that there are three key parts of JAK/STAT signalling: Janus kinases (JAKs), signal
transducers and activators of transcription proteins (STATs), and receptors that bind chemical signals™. Fogaqa
et al.” have summarised the conserved components of the JAK/STAT pathway as follows: the tr ane
cytokine receptor Domeless, the tyrosine kinase JAK, the transcription factor STAT, the signal-transducing
adaptor molecule (STAM) and the inhibitor proteins PIAS (protein inhibitor of activated STAT) and SOCS
(suppressor of cytokine signalling). The ligand of the Domeless receptor (UPD gene) has not yet been identified
in ticks (Fig. 1A). Recently, I. scapularis ticks have been shown to ingest Borrelia and IFN-y (interferon gamma)
during ablood meal from infected hosts”, Rana et al.** identified an I. scapularis receptor, Domel, which has high
selectivity and affinity for IFN-y in vertebrates (mouse, human and bird). Unlike Dome orthologues in other
arthropods, including non-Ixodes ticks, Domel has unique extracellular regions like those of cytokine receptors
in vertebrates. Domel is co-localised with IFN-y on the luminal surface of the tick endemic epithelium and is
induced by ingested IFN-y, regulating microbicidal responses mediated by the JAK-STAT pathway. Domel
enhances the immune responses of the tick and is essential for the development of L scapularis (Fig. 1B)>.

The role of signalling pathways and innate defence mechanisms in ticks that feed on infected host blood
seems clear. On the other hand, taming the infection and establishing the balance between spirochetes and
tick tissue seems inspiring in times of silence. Innate immune system during off-host period keeps the level of
spirochete infection in check. Spirochetes, possibly have impact on the innate immune response in ticks.

Defensins are conserved defence mechanisms and one of the most important components of the innate
immunity of ticks, We decided 1o test defensin-1 (def1), defensin-2 (def2) and ricinusin (ric), a tick AMP
belonging to the defensin group™. Lyzosyme (lzs) appears to be an equally important AMP. It has been shown
to have a borreliacidal effect in combination with varisin, a defensin identified in Dermacentor variabilis*.
Our study is therefore based on the hypothesis that the expression of genes related to the JAK/STAT signalling
pathway and AMPs (defl, def2, ric, lzs) in ticks in the natural environment would increase in response to the
presence of LD spirochetes. The aim of the present study was to analyse the gene expression of components of
the JAK/STAT immune signalling pathway in questing female L ricinus ticks infected with B. burgdorferi s.1.
spirochetes and to investigate the selected AMPs expression patterns in different 1. ricinus tissues. The study
was conducted to identify gaps and elucidate the basic immune mechanisms in ticks in the presence of Borrelia
burgdorferi s.L. spirochetes in 1. ricinus ticks.

Materials and methods

Ticks collection

The study material for the present study consisted of 50 observably non-fed I. ricinus adult females. The individuals
were collected in urban areas of the Warmia and Mazury region in north-eastern Poland in the period from
April to October 2023. The ticks were collected in the housing estate of Olsztyn (Pieczewo) between 9 am and
4 pm using the standard flagging method®. The ticks were stored in STAY RNA™ buffer (A&A Biotechnology,
Gdynia, Poland) until analysis. All individuals were identified by species, sex and developmental stage using a
taxonomic key®”. Ticks classified as female L. ricinus were further analysed.

RNA extraction

The preserved ticks were rinsed three times in a sterile 0.9% NaCl solution. Dissection was performed under
the microscope using sterile forceps and a scalpel in a sterile water drop. During dissection, three tissue
groups of the examined individuals were distinguished from the samples: salivary glands (SG), midgut (MG)
and the remaining tissues (REST). The genetic material of the 150 tissue samples was extracted individually
using the NZYol reagent (NZYTech, Lisbon, Portugal) according to the manufacturer’s instructions. The RNA
concentration obtained was checked with NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

cDNA synthesis

cDNA was obtained from RNA extracted from tick tissue using the TranScriba kit (A&A Biotechnology, Gdansk,
Poland). 'The quality and quantity of cDNA after reverse transcription were determined using NanoDrop™
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Tecan Infinite M200 (Tecan Group Ltd.,, Miannedorf,
Switzerland) was also used to confirm the results obtained. cDNA was synthesised using the TranScriba Kit
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Fig. 1. (A) The components of the JAK/STAT signalling p y: the ane cytokine receptor
Domeless, the tyrosme kinase (JAK), the transcripuon factor (STAT), the signal- tmnsducmg adaptor molecule
(STAM) and the i inhibitor of activated STAT (PIAS) and suppressor of cytokine
signalling (SOCS), UPD gene has not been identified in ticks according Fogaca et al. 20217 (B) Activation of
JAK - STAT pathway in feeding ticks according Rana et al. 2023** (Made with SciPainter).

(A&A Biotechnology, Gdansk, Poland) with an equal amount of RNA (1 ug). cDNA was diluted with nuclease-
free water to achieve a concentration of 100 ng/ul.

B. burgdorferis.|. detection

The cDNA tick samples of the test groups were subjected to a quantitative real-time polymerase chain reaction
(qPCR). All three tissues (MG, SG, REST) of each individual were tested for the presence of B. burgdorferi sl
Specifically, the 23S RNA sequence of B. burgdorferi s.|. was analysed using the primer pair Bb23Sf (5'-CGA
GTC TTA AAA GGG CGA TTT AGT-3") and Bb23Sr (5'-GCT TCA GCC TGG CCA TAA ATA G-37) to
obtain a 75-bp fragment with a Bb23Sp TagMan probe (5'-AGA TGT GGT AGA CCC GAA GCC GGTG-3")
labelled at the 5° end with FAM and at the 3’ end with TAMRA. The 23S rRNA gene is highly conserved among
Borrelia species. The method has been shown to be sensitive and specific for the detection of LD spirochaetes and
is routinely used in scientific research®® *'. The reactions were performed in triplicate. The reaction mixture for
spirochaete detection consisted of: 1 ul cDNA (100 ng), 5 ul RT PCR mix sample (A&A Biotechnology, Gdasnsk,
Poland), 0.2 ul probe and 0.5 pl of 10 pmol per primer. The samples were adjusted to a final volume of 10 ul with
nuclease-free water. PCR was performed according to the protocol described by Cicculi et al.**,

Genes expression assays

Five genes involved in the tick JAK/STAT signalling pathway - tyrosine kinase (JAK), transcription factor (STAT),
transducing adaptor molecule (STAM), suppressor of cytokine signalling (SOCS), protein inhibitor of activated
STAT (PIAS) and four genes encoding different AMPs — defensin-1 (def1), defensin-2 (def2)"7, lysozyme (lzs),
ricinusin (ric) were selected for this study (Table S1 - Suppkmcntary Data). The primers used were designed and
subjected to an optimisation test to determine the eand concentration. A standard

L3 ] L
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curve with a sample series dilution of the target template was used to estimate qPCR efficiency. Each standard
curve contained 6 concentrations of the target template prepared by 10-fold dilution. The qPCR efficiency varied
between 98% and 100% for each assay. The qPCR was performed in triplicate using the QuantStudio™ 3 Real-Time
PCR System from Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The reaction mixture
consisted of 1 pl cDNA (100 ng), 5 ul RT PCR Mix SYBR' (A&A Biotechnology, Gdassk, Poland) and 0.2 ul ROX
(5-carboxy-X-rhodamine) reference dye, 0.5 ul of 10 pmol each primer (Table S1 - Supplementary Data) and the
volume was made up to 10 pl with nuclease-free water. Results were presented as fold changes in gene expression
normalised to two endog reference genes, actin and elongation factor (ACT, EF) and calculated using the
2-AACT method'™**** (Fig. 2). The components of the JAK/STAT immune signalling pathway (JAK, STAT,
STAM, SOCS, PIAS) were examined in eight samples with confirmed presence of B. burgdorferi'!. Apart from the
reference genes, the results were normalised to the controls of the each tested tissue of the tissue, SG - salivary
glands, MG - midgut, REST - the remaining tissue after dissection (relative quantification (RQ) = I; tissues from
eight ticks without confirmed presence of spirochetes).

Statistical analysis

‘The data were analysed using GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, CA, USA) and Statistica 13.3 (StatSoft
Inc., Tulsa, Oklahoma, USA). The ACq values obtained were subjected to statistical analysis. The normality of
the ACq values obtained was confirmed using the Shapiro-Wilk test*., Analysis of variance (ANOVA) or its
non-parametric equivalent was used to assess the difference between the means of the compared groups, P
values < 0.05 were considered statistically significant.

Results

B. burgdorferi s.1. detection. B. burgdorferi were detected in the genetic material of eight L ricinus individuals.
The overall prevalence was 16%. The cDNA of each dissected tissue (24 samples) was subjected to JAK/STAT
pathway analysis. Eight ticks showing negative results of B. burgdorferi s1. were randomly selected and used as
controls (24 samples from 8 individuals).

JAK/STAT pathway genes expression in ticks. No changes were detected in the gene expression of STAT,
PIAS in individual B. burgdorferii s.1. — positive ticks. Significant changes were observed in the JAK (down-
regulation of its expression in rest of the tissues), STAM and SOCS genes (Fig. 3).

JAK gene expression was downregulated in tissues other than the midgut and salivary glands (8.3-fold
change, p=0.0054). Comparison of fold change between the tissues examined showed significant differences
between the salivary glands and the rest of the body, with expression being 13.3-fold higher (p=0.0054) in the
salivary glands. The STAM gene was upregulated in all tissues examined. Gene expression was 3.11-fold higher
in the salivary glands (p=0.0150), 3.27-fold higher in the midgut (p=0.0052) and 3.39-fold higher in the rest of
the tissues (p=0.0095). The SOCS gene was upregulated 3.79-fold (p=0.0019) in the salivary glands 2.96-fold
(p=0.079) in the midgut and 2.8-fold (p=0.0209) in the rest of the body (Fig. 3).

JAK/STAT genes expression - Salivary glands. Analysis of pathway gene expression in the salivary glands
showed that the STAM gene was upregulated (3.1-fold change, p=0.454). Statistical analysis revealed that the
STAM gene was 4.1 (p=0.0103), 3.1 (p=0.0322) and 2.6 (p=0.0020) times higher than the STAT and PIAS,
respectively (Fig. 4).

JAK/STAT genes expression - Midgut. SOCS gene was observed to be expressed 9.8 (p=0.0005), 59
(p=0.0007), 3.4 (p=0.0024) times higher than JAK, STAT and PIAS genes. The analysis showed significant
differences between the STAM and JAK, STAT and PIAS genes, which were 25.4 (p<0.0001), 22.5 (p <0.0001)
and 3.82 (p=0.003), respectively (Fig. 4).

JAK/STAT genes expression - Rest of the body. The analysis showed significant differences between the
JAK and STAM, SOCS genes. STAM and SOCS genes were upregulated 25.4 (p<0.0001), 22.5 (p=0.0001) times,
respectively. The STAM gene was significantly more strongly expressed than the STAT gene (fold change: 4.5;
p=0.0468) (Fig. 4).

AMPs gene expression in ticks with confirmed presence of B. burgdorferi sl. The comparison of gene
expression between the tested tissues showed significant differences in all tested AMPs (Fig. 1A), The defl and

T — g = = 8 burgdorfertal Validation of the
expression patterns PR Spiis expression of genes of
the JAK-STAT pathway,

4 p validation using qPCR .
U AMPs by qPCR
Nt —_ ¥ == S
; B. burgdorferis.\. =
5 < detection using probe
‘SL-’ ‘g L based qPCR

of the body
(REST)

Fig. 2. Experimental study scheme (Made with SciPainter).
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Fig. 3. Differences in JAK, STAT, PIAS, STAM and SOCS expression levels in . ricinus ticks with confirmed
presence of B, burgdorferi s.l. The results shown are means and standard deviations of gene expression

levels. Results in control and ticks were analysed by parametric or non-parametric ANOVA (* p<0.05) and
normalised to two endogenous reference genes, actin and elongation factor, and to the relative controls
(relative quantification (RQ)=1: B. burgdorferi s.l. negative tissue). C- relative control of the each tissue tested,
SG - salivary glands, MG - midgut, REST - the remaining tissue after dissection.
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Fig. 4. Differences in JAK, STAT, PIAS, STAM, SOCS expression levels in 1. ricinus ticks with confirmed
presence of B. burgdorferi s1. The results shown are means and standard deviations of gene expression

levels. Results in control and ticks were analysed by parametric or non-parametric ANOVA (* p<0.05) and
normalised to two endogenous reference genes, actin and elongation factor, and to the relative controls of the
each tissue tested (relative quantification (RQ) = I; B, burgdorferi s.|. negative tissue).

ric genes were upregulated 4.1-fold (p=0.0394) and 5.0-fold (p=0.0452) respectively, in the midgut (Fig. 5A1,
5A4). In addition, defl was expressed 3.7-fold higher in the midgut than in other tissues (p=0.0471) (Fig. 5A1).
Expression of the def2 gene was downregulated 11.8-fold in other tissues (p=0.0017). A comparison of def2
expression between the examined tissues showed a significant down-regulation in other tissues compared to
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Fig. 5. (A) Differences in the expression levels of def1, def2, lzs and ric in L ricinus ticks with confirmed
presence of B. burgdorferi s.|. The results shown are means and standard deviations of the gene expression
levels. Results in control and ticks were analysed using parametric or non-parametric ANOVA (*p <0.05) and
normalised to two endogenous reference genes, actin and elongation factor, and relative controls (relative
quantification (RQ) = L; B. burgdorferi s.I. negative tissue). C- relative control of the each tissue tested, SG -
salivary glands, MG - midgut, REST - the rest of the tissue after dissection.

the midgut, which was 12-fold lower (p =0.0090) (Fig. 5A2). The izs gene was upregulated 3.93-fold in the other
tissues (p=0.0468). Lzs gene expression was significantly higher in other tissues than in the midgut (7.45-fold,
p=0.0008) (Fig. 5A3).

Discussion
Here we show how gene expression of the JAK/STAT signalling pathway and AMPs genes expression changes in
the presence of B. burgdorferi in different tissues of questing I. ricinus ticks. Since transcriptomics does not always
correlate with proteomics, only gene expression and not protein expression was analysed here. The research
material was questing ticks. A limitation of the study is the possible influence of other microbes that might be
present in the investigated individuals on JAK/STAT and AMPs expression. All individuals were collected from
one geographical location and were most likely exposed to the same microhabitat. This allowed us to rule out the
influence of changing environmental conditions on the expression of the genes analysed.

Activation of the JAK/STAT signalling pathway has already been observed to be triggered by bacteria, viruses
or protozoa and has been shown to play a role in combating infections in ticks, whether beneficial or harmful*.
The JAK/STAT signalling pathway is a widely expressed intracellular signal transduction pathway that plays
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Fig. 6. Analyses performed to determine the expression of the JAK/STAT (JAK, STAT, STAM, SOCS, PIAS)
and AMPs (def1, def2, izs, ric) genes expression (Made with SciPainter).

a role in numerous biological processes, such as cell proliferation, differentiation, apoptosis, and immune
regulation™. Rosa et al®” have shown that Anaplasma marginale causes downregulation of immune-related
genes in Rhipicephaius microplus. These data suggest that the pathogen can manipulate the tick’s immune system
to promote its survival and colonisation in the tick vector.

Although the tick JAK/STAT signalling pathway remains poorly understood, other reports suggest its
functionality and crucial role in the control of pathogens”. Therefore, we decided to monitor the expression
profileof genes related to this signalling pathway in the presence of spirochetes. We did not observe overexpression
of JAK, STAT and PIAS genes in ticks from the natural environment that were infected with spirochetes (Fig. 6).
It is known that B. burgdorferi sl. spirochetes are transmitted to the host through the bite of an infected tick
vector (Ixodes). When the tick feeds, the spirochetes located in the tick's midgut are induced to migrate through
the tick’s hemolymph to the salivary glands, from where they are then injected into the host. Although Borrelia
bacteria may be present in the salivary glands of non-fed ticks, these bacteria do not appear to be infectious.
Borreliae capable of infection regularly do not reach the salivary glands until approximately 60 to 72 h after
attachment™, However, we found genetic material of B. burgdorferi s.l. in the salivary glands of the analysed
questing ticks.

In this part of the study, our initial hypothesis about the overexpression of these genes during the presence of
the pathogen was not confirmed. On the other hand, in all examined tissues of infected arachnids, we observed
an increase in the expression of genes encoding the STAM and SOCS (Fig. 6). STAM, which is phosphorylated
in response to the presence of cytokines, binds to JAKs and links cytokine stimulation to DNA synthesis”. We
observed overexpression of the STAM gene in the salivary glands, midgut and rest of the tissues of I. ricinus
(Fig. 6). We suggest the possibility of linking this to the gradual suppression of the JAK/STAT pathway during
off-host period of the tick and the establishment of a balance between the immune system of the tick and that of
the spirochetes. SOCS inhibit the JAK/STAT signalling pathway, resulting in reduced transcription of JAK/STAT
genes™. Morover it can affect the continuity of signal transduction by inhibiting the catalytic activity of JAK,
which initiates intracellular signalling. Thus, when SOCS is expressed al elevated levels, it may interfere with
signalling transduction by inhibiting JAK™. ln vertebrates, PIAS controls the duration of JAK/STAT signalling
by causing the degradation of active STAT. Tn Drosophila, PTAS is localised in the cytoplasm and nucleus and
fulfils the functions expected of a protein that regulates the degradation of activated STAT*. In our study,
no significant changes in PIAS gene expression were observed. It is possible that activation of the JAK/STAT
signalling pathway occurs during feeding, as in other ticks®',

In L scapularis, studies in which the STAT and JAK transcription factors were silenced have provided evidence
for the importance of the signalling pathway in controlling infection with A, phagocytophilum. Arthropods, like
all other multicellular animals, must control the spread of invading pathogens’. For ticks, this is particularly
challenging because they consume large quantities of blood, which can contain harmful microorganisms. To
defend against infections, arthropods rely on innate immune responses that involve pathways such as Toll, Imd
and JAK/STAT'". Cappelili-Peixoto et al.” show that the survival, development and proliferation of A. marginale
in the salivary glands and midgut cells of R. microplus depend on molecular interactions between the bacterium
and its biological vector. The midgut serves as the first site of interaction between ticks and pathogens and is
probably the most important organ for the survival and multiplication of the pathogen'®. On the other hand,
the salivary glands are the most important site for the transmission of pathogens to the vertebrate host***,
Another aim of the study was to analyse AMPs expression patterns in L ricinus ticks. AMPs are key components
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of the innate immune system against pathogens. Ixodes ticks produce several AMPs. [n I ricinus, for example, a
defensin-like gene is upregulated in the gut after infection with B. burgdorferi”. Tick defensins are generally active
against Gramme-positive bacteria. Some isoforms are potentially active against Gramme-negative bacteria,
protozoa, yeasts, intracellular rickettsiae, protozoa and fungi***-**. AMPs are mainly expressed in hemocytes,
fat body, gut, ovaries, and salivary glands of ticks. They react to both blood-feeding and microbial stimuli, and
their release into the haemolymph is crucial for an immune system response®. Our study confirms that in the
presence of the pathogens AMPs such as defl, ric, lzs are overexpressed in different tissues. In this part of the
study, the results obtained confirmed our research hypothesis. The highest expression level of defl and def2
was found in the midgut. The ric gene was significantly more strongly expressed in the midgut. The expression
of the lzs gene was almost the same in all tissues examined, only in the rest of the body it was overexpressed.
We observed that the presence of borelliae induced the gene expression of defensin 1 and ricinusin in the
midgut of questing /. ricinus females (Fig. 6). The likely increased expression of these AMPs may contribute
to the silencing of infection in ticks during starvation. Similarly, Paulino et al.** observed overexpression of
the defensin gene in response to high load of Theileria equi in the intestine of R. microplus, Ricinusin is an
antimicrobial peptide of ticks and belongs to the group of defensins, a well-preserved defence mechanism that is
one of the most important components of innate immunity in ticks**”. Ricinusin has been shown to be induced
in Rhipicephalus annulatus in response to infection with Babesia bigemina. Although significantly higher levels
of ricinusin mRNA were observed in infected ticks compared to uninfected ticks, knockdown of the gene under
the conditions of this study had no effect on infection with the pathogen. This suggests that ricinusin is not
critical for the control of B. bigemina infection in Rhipicephalus spp. ticks™. This therefore, requires further
research. In rest of the body tissues, we have observed overexpression of the Izs gene, which encodes lysozyme.
This seems Lo support previous studies showing that lysosomes were active in the gut of soft ticks but not in the
gut of hard ticks. In the hemolymph and hemocytes of hard ticks, however the opposite is true. Here an increased
expression of lysozymes was found',

To summarise, AMPs are considered promising candidates for the development of novel anti-infective
therapies. In arthropods such as ticks, AMPs act as the first line of defence against pathogens as part of the innate
immune response*”. On the other hand, it has been shown that the JAK/STAT signalling pathway is activated in
response to pathogens and controls the expression of AMPs®1!. Although ticks employ a variety of molecules
as antimicrobial agents, there is a notable lack of information on the regulation of their synthesis, as mentioned
above, Therefore, further research on the regulation of tick AMPs by immune signalling pathways is needed to
improve our understanding of their involvement in combating various pathogens’.

Conclusion

The JAK/STAT pathway genes were upregulated only in the case of the STAM and SOCS genes in the salivary
glands, midgut and rest of the tissues of questing I. ricinus. The results suggest a possible link with the gradual
suppression of the JAK/STAT pathway during off-host period and the establishment of a balance between
the immune system of the tick and the presence of spirochetes. AMPs have been shown to be expressed in all
analysed Lissues of questing ticks collected in natural environments, although there are differences between their
expression patterns. There was multiple overexpression of defl and ric in the midgut. Lzs gene expression was
significantly increased in the rest of the body tissues. We hypothesise that these AMPs may be involved in the
suppression of infection during the off-host period in the midgut and the remaining tissues of the tick and that
AMPs may be involved in infection management in ticks. Understanding the function and regulation of tick
immune pathways is an important part of elucidating the mechanisms underlying the fitness of ticks and their
vector competence. Research into their potential could lead to new strategies for managing tick-borne diseases
and mitigating their impact on public health.

Data availability
The datasets used and analyzed in this study are available upon reasonable request from the corresponding
author (M.S.).
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Table S1. Primers used in the study to test genes expression

Target Gene Primer Name Primer Sequence 5°-3° Reference
ACT F ATGTGTGACGACGAGGTTGCCGC
Actin — 15
ACT R GTACAGCGACAGCACGGCCTGG
EF F ACGAGGCTCTGACGGAAG
Elongation factor — 27
EF R CACGACGCAACTCCTTCAC
Defl F GGTGGCTACTACTGCCCATTTTTT
Lricinus_defl — 15
Def R TCAGACGCAGATGCAGGTCTTTT
1 ricinus_def2 Def2 F GGTGGTTACTACTGCCCATTCCG 15
LSZ F CTGGTTTCCGCCCATACACT
Lysozyme present study
LSZ R CTCTCTCCACGATCGCAGAC
RIC F CGCTGAGAACGAAACTGCAA
Ricinusin present study
RIC R ACTGACAGTGCTCAACGGTT
JAK F AACCGCAAGCTGCCTATGAA
JAK present study
JAK R CGAGGTTCTCCTGAGTCACG
STAT F AGGTCAAGGTGTCCATCATC
STAT 10
STAT R GATACTCCATTGTTCCTGTGTTG
STAM_F GCTCAGGAGACATCTCAGCC
STAM present study
STAM R GATACAGGCTCTTGGCAGGG
PIAS F GAGGCGAGTGATCCTGCAAT
PIAS present study
PIAS R GCCCTCACATACCCACTCAC
SOCS _F CTGTTCCACCCAGCAGAGAG
SOCS present study
SOCS R CGGCTCTACGATAACCGGAC
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Oswiadezam, ze w pracy pod tytulem  Tick-Borne pathogens and defensin genes
expression: A closer look at Ixvodes ricinus and Dermacentor reticulatus™ M. Szezotko,
S. Antunes. A. Domingos. K. Kubiak. M. Dmitryjuk. Developmental & Comparative
Immunology 2024. Volume 160 s 1-11, 105231, [ISSN 0145-305X, DOI:
10.1016/.d¢i.2024.105231 mo] wklad mervioryezmy w jej przygotowanie polegal na:
uczestnictwie w przegladzie i edyeji manuskryptu. a takze w doborze metodologii badan.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przediozenie w/w pracy przez mgr inz. Magdaleng
Szczotka jako czesé rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematyeznie zbioru artykulow
naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadezam. iz samodzielna i mozliwa do wyodrehnienia cz¢$é ww. pracy wykazuje
raczacy indywidualny wklad kandydatki mgr inz. Magdaleny Szczotko polegajacy na
opracowywaniu koncepeji i metodologii badan. wykonywaniu czgséei eksperymentalnej.
opracowaniu i interpretacji wynikow tej pracy, opracowaniu manuskryptu, doborze
pismiennictwa i korekeie opracowania. Odpowiadata rowniez za wizualizacje i administracje

badan.

podpis/podpisy
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Rozprawa doktorska
mgr inz. Magdalena Szczotko

30" of May 2025, Lisboa Portugal
Sandra Antunes, PhD

Chairperson of the Scientific Council
of the Discipline of Biological Sciences
Prof. Nina Smolinska

University of Warmia and Mazury in Olsztyn

DECLARATION
of the Co-author

I hereby declare that in the article entitled ,, Tick-Borne pathogens and defensin genes
expression: A closer look at Ixodes ricinus and Dermacentor reticulatus™ by M. Szczotko,
S. Antunes, A. Domingos, K. Kubiak, M. Dmitryjuk, Developmental & Comparative
Immunology 2024, Volume 160 s. 1-11, 105231, ISSN 0145-305X, DOI:
10.1016/).dci.2024.105231 my substantive contribution involved scientific supervision as well
as participation in the review and editing of the manuscript.

At the same time, | give my consent for the above-mentioned article to be submitted by
MSc Eng. Magdalena Szczotko as part of her doctoral dissertation in the form of a thematically
coherent set of scientific articles published in peer-reviewed journals.

I declare that a self-contained and clearly identifiable portion of the aforementioned
work constitutes the individual contribution of the candidate, MSc Eng. Magdalena Szczotko.
This contribution includes the development of the research concept and methodology,
exccution of the experimental part, analysis and interpretation of the results, preparation of the
manuscript, selection of literature, and final editing. She was also responsible for visualization

and project administration.

Assinado por: Sandra Isabel da Conceigao Antunes
Numn. de Identificacio: 12165983
Data: 2025.05.30 16:42:440401'00

Signature
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Chairperson of the Scientific Council
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Prof. Nina Smolinska

University of Warmia and Mazury in Olsztyn

DECLARATION
of the Co-author

I hereby declare that in the article entitled ,,Tick-Borne pathogens and defensin genes
expression: A closer look at Ixodes ricinus and Dermacentor rveticulatus™ by M. Szczotko,
S. Antunes, A. Domingos, K. Kubiak, M. Dmitryjuk, Developmental & Comparative
Immunology 2024, Volume 160 s. 1-11, 105231, ISSN 0145-305X, DOI:
10.1016/5.d¢i.2024.10523 1 my substantive contribution involved scientific supervision as well
as participation in the review and editing of the manuscript.

At the same time, | give my consent for the above-mentioned article to be submitted by
MSc Eng. Magdalena Szczotko as part of her doctoral dissertation in the form of a thematically
coherent set of scientific articles published in peer-reviewed journals.

I declare that a self-contained and clearly identifiable portion of the aforementioned
work constitutes the individual contribution of the candidate, MSc Eng. Magdalena Szczotko.
This contribution includes the development of the research concept and methodology,
execution of the experimental part, analysis and interpretation of the results, preparation of the
manuscript, selection of literature, and final editing. She was also responsible for visualization

and project administration.

Ana Domingos, PhD
Coordinator Investigator

Instituto de Higiene e Medicina Tropical
Universidade NOVA de Lisboa
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Publikacja 2

Szczotko, M., Antunes, S., Domingos, A. & Dmitryjuk M. (2025). Investigation of genes
expression of the JAK/STAT signalling pathway and AMPs in the presence of Borrelia
spirochetes in Ixodes ricinus. Scientific Reports, 15, 2869. DOI: 10.1038/s41598-025-87506-6
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Prof. dr hab. Nina Smolinska
Przewodniczgca Rady Naukowej Dyscypliny
Nauki Biologiczne

Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

OSWIADCZENIE
wspélautora

Oswiadczam, ze w pracy pod tytulem “Investigation of genes expression of the
JAK/STAT signalling pathway and AMPs in the presence of Borrelia spirochetes in Ixodes
ricinus™ Szczotko M., Antunes S., Domingos A., Dmitryjuk M. Scientific Reports 2025, 15 (1):
2869. DOI: 10.1038/s41598-025-87506-6, m6] wkiad merytoryczny w jej przygotowanie
polegal na: opiece naukowej, udziale w opracowywaniu koncepcji i metodologii badan,
uczestnictwie w przegladzie 1 edycji manuskryptu, a takze w wizualizacji 1 walidacji wynikow
i badaniami oraz pozyskiwaniu finansow na realizacj¢ projektu.

Jednoczes$nie wyrazam zgodg na przedlozenie w/w pracy przez mgr inz, Magdaleng
Szczotko jako c¢zg$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykutéow
naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych.

Os$wiadczam, iz samodzielna 1 mozliwa do wyodrebnienia czg$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wkiad kandydatki mgr inz. Magdaleny Szczotko polegajacy na opracowywaniu
koncepcji 1 metodologii badan, wykonywaniu czgSci eksperymentalnej, opracowaniu 1
interpretacji wynikow tej pracy, opracowaniu manuskryptu, doborze piSmiennictwa 1 korekcie

opracowania. Odpowiadata rowniez za wizualizacjg i administracj¢ badan.
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Rozprawa doktorska
mgr inz. Magdalena Szczotko

30™ of May, 2025, Lisboa, Portugal
Sandra Antunes, PhD

Chairperson of the Scientific Council
of the Discipline of Biological Sciences
Prof. Nina Smoliniska

University of Warmia and Mazury in Olsztyn

DECLARATION
of the Co-author

T hereby declare that in the article entitled “Investigation of genes expression of the
JAK/STAT signalling pathway and AMPs in the presence of Borrelia spirochetes in Ixodes
ricinus” Szczotko M., Antunes S., Domingos A., Dmitryjuk M. Scientific Reports 2025, 15 (1):
2869. DOI: 10.1038/s41598-025-87506-6, my substantive contribution involved participation
in the scientific supervision, conceptualization, planning of the research methodology as well
as in the review and editing of the manuscript.

At the same time, I give my consent for the above-mentioned article to be submitted by
MSc Eng. Magdalena Szczotko as part of her doctoral dissertation in the form of a thematically
coherent set of scientific articles published in peer-reviewed journals.

I declare that a self-contained and clearly identifiable portion of the work constitutes the
individual contribution of the candidate, MSc Eng. Magdalena Szczotko. This contribution
includes the development of the research concept and methodology, execution of the
experimental part, analysis and interpretation of the results, preparation of the manuscript,
selection of literature, and final editing. She was also responsible for visualization and project

administration.

Assinada por: Sandra Isabel da Conceigio Antunes
Num. de identificacio: 12165983
Data: 2025.05.30 16:43:23+01'00
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Prof. Nina Smolinska

University of Warmia and Mazury in Olsztyn

DECLARATION
of the Co-author

T hereby declare that in the article entitled “Investigation of genes expression of the
JAK/STAT signalling pathway and AMPs in the presence of Borrelia spirochetes in Ixodes
ricinus™ by Szczotko M., Antunes S., Domingos A., Dmitryjuk M. Scientific Reports 2025,
15(1), 2869. DOI: 10.1038/s41598-025-87506-6, my substantive contribution involved
scientific supervision, conceptualization as well as participation in the review and editing of the
manuscript.

At the same time, I give my consent for the above-mentioned article to be submitted by
MSc Eng. Magdalena Szczotko as part of her doctoral dissertation in the form of a thematically
coherent set of scientific articles published in peer-reviewed journals.

I declare that a self-contained and clearly identifiable portion of the aforementioned
work constitutes the individual contribution of the candidate, MSc Eng. Magdalena Szczotko.
This contribution includes the development of the research concept and methodology,
execution of the experimental part, analysis and interpretation of the results, preparation of the

manuscript, selection of literature, and final editing. She was also responsible for visualization

and project administration.

Ana Domingos, PhD
Coordinator Investigator

Instituto de Higiene e Medicina Tropical
Universidade NOVA de Lisboa
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Rozprawa doktorska
mgr inz. Magdalena Szczotko

Krotka charakterystyka dorobku naukowego

Wyksztalcenie

2019 - 2025 Szkota Doktorska Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, Wydziat
Biologii 1 Biotechnologii - Dziedzina nauk biologicznych.

2017 - 2019 - Studia magisterskie, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Wydziat
Biologii i Biotechnologii, Kierunek: Biotechnologia farmaceutyczna, praca pt. ,,Molekularna
identyfikacja Borrelia burgdorferi sensu lato i Anaplasma phagocytophilum w kleszczach
Ixodes ricinus 1zolowanych z psoOw poddanych dziataniu lekéw z grup neonikotynoidéw
1 pyretroidow”.

2013 - 2017 - Studia inzynierskie, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Wydziat
Biologii 1 Biotechnologii, Kierunek: Biotechnologia praca pt. ,Identyfikacja Anaplasma

phagocytophilum w kleszczach Ixodes ricinus za pomoca reakcji PCR”.
Artykuly naukowe:

Wchodzace w sklad rozprawy doktorskie;j:

1. Szczotko, M., Antunes, S., Domingos, A. et al. Investigation of genes expression of the
JAK/STAT signalling pathway and AMPs in the presence of Borrelia spirochetes in
Ixodes ricinus. Sci Rep 15, 2869 (2025). https://doi.org/10.1038/s41598-025-87506-6

2. Szczotko, M., Antunes, S., Domingos, A., Kubiak, K., & Dmitryjuk, M. (2024). Tick-

Borne pathogens and defensin genes expression: A closer look at Ixodes ricinus and

Dermacentor reticulatus. Developmental and comparative immunology, 160, 105231.

https://doi.org/10.1016/1.dci.2024.105231

Niewchodzace w sklad rozprawy doktorskiej:
1. Moerbeck, L., Parreira, R., Szczotko, M., Seixas, G., Velez, R., Dmitryjuk, M., Santos,
A. S., Domingos, A., & Antunes, S. (2024). Ticks and Tick-Borne Pathogens

Circulating in Peri-Domestic Areas in Mainland Portugal. Microorganisms, 12(5),
1006. https://doi.org/10.3390/microorganisms 12051006

2. Szczotko, M., Kubiak, K., Michalski, M. M., Moerbeck, L., Antunes, S., Domingos,
A., & Dmitryjuk, M. (2023). Neoehrlichia mikurensis-A New Emerging Tick-Borne
Pathogen in North-Eastern Poland?. Pathogens, 12(2), 307.
https://doi.org/10.3390/pathogens12020307

3. Dmitryjuk, M., Szczotko, M., Kubiak, K., Dziekonska-Rynko, J., Cichocka, J., Hliwa,
P., & Mierzejewska, K. (2022). Cystidicola farionis, a Swim Bladder Parasite of
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https://doi.org/10.1038/s41598-025-87506-6
https://doi.org/10.1016/j.dci.2024.105231
https://doi.org/10.3390/microorganisms12051006
https://doi.org/10.3390/pathogens12020307

Rozprawa doktorska
mgr inz. Magdalena Szczotko

European Smelt: Characterization of the Nematode Trehalose Strategy. International
journal of environmental research and public health, 19(11), 6430.
https://doi.org/10.3390/ijerph19116430

Michalski, M. M., Kubiak, K., Szczotko, M., & Dmitryjuk, M. (2021). Tick-Borne
Pathogens in Ticks Collected from Wild Ungulates in North-Eastern Poland. Pathogens,
10(5), 587. https://doi.org/10.3390/pathogens10050587

. Kubiak, K., Szczotko, M., & Dmitryjuk, M. (2021). Borrelia miyamotoi-An Emerging

Human Tick-Borne Pathogen in Europe. Microorganisms, 9(1), 154.
https://doi.org/10.3390/microorganisms9010154

Dmitryjuk, M., Szezotko, M., Kubiak, K., Trojanowicz, R., Parashchyn, Z., Khomitska,
H., & Lubenets, V. (2020). S-Methyl-(2-Methoxycarbonylamino-Benzimidazole-5)

Thiosulfonate as a Potential Antiparasitic Agent-Its Action on the Development of
Ascaris suum Eggs In Vitro. Pharmaceuticals, 13(11), 332.
https://doi.org/10.3390/ph13110332

Michalski, M. M., Kubiak, K., Szczotko, M., Chajecka, M., & Dmitryjuk, M. (2020).

Molecular  Detection of Borrelia  burgdorferi Sensu  Lato  and Anaplasma
phagocytophilum in Ticks Collected from Dogs in Urban Areas of North-Eastern
Poland. Pathogens 9(6), 455. https://doi.org/10.3390/pathogens9060455

Rozdzialy w monografiach:

l.

Chajecka Marta, Buczkowska Martyna, Szczotko Magdalena. 2019. "Wystepowanie
Borrelia burgdorferi sensu lato w kleszczach twardych izolowanych ze zwierzyny
ptowej” Nauka, badania i doniesienia naukowe 2019 : Nauki przyrodnicze i medyczne.
Cz. 11 / Redakcja Tobiasz Wysoczanski. Swiebodzice : Idea Knowledge Future, 2019,
s. 35-43 ; bibliogr. (5 pkt.)

Szczotko Magdalena, Dmitryjuk Malgorzata, Michalski Mirostaw M. 2018.
"Molecular identification of Borrelia burgdorferi sensu lato in Ixodes ricinus ticks
collected from dogs in Olsztyn-city agglomeration”. Stawonogi na poczatku nowego
wieku / pod red. Alicji Buczek, Czestawa Btaszaka. Lublin : Koliber - Oficyna
Wydawnicza Fundacji na Rzecz Zwalczania Kleszczy 1 Profilaktyki w Chorobach

Odkleszczowych, 2018, s. 59-64 ; bibliogr. (5 pkt.)

Lacznie:

Calkowity IF: 32.712
Punkty MNiSW: 910

[12|Strona


https://doi.org/10.3390/pathogens10050587
https://doi.org/10.3390/microorganisms9010154
https://doi.org/10.3390/ph13110332
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Rozprawa doktorska
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Referaty konferencyjne:

1.

Szczotko Magdalena, Kubiak Katarzyna, Michalski Mirostaw M., Moerbeck
Leonardo, Antunes Sandra, Domingos Ana, Dmitryjuk Malgorzata. 2023. “Nowo
pojawiajace si¢ patogeny w kleszczach pdinocno-wschodniej Polski: Borrelia
miyamotoi 1 Neoehrlichia mikurensis”. 11 Konferencja Naukowo-Szkoleniowa:
Parazytozy Zwierzat - aktualne zagrozenia - nowe rozwigzania terapeutyczne
i profilaktyczne, Ciechanowiec 11-14 wrze$nia 2023

Szczotko Magdalena, Antunes Sandra, Domingos Ana, Kubiak Katarzyna, Dmitryjuk
Matgorzata. 2023. “Dlaczego kleszcze nie choruja? Zmiany ekspresji genow defensyn
u kleszczy Ixodes ricinus 1 Dermacentor reticulatus w obecno$ci patogenow”. IlI
Konferencja Naukowo-Szkoleniowa: Parazytozy Zwierzat - aktualne zagrozenia - nowe
rozwigzania terapeutyczne i profilaktyczne, Ciechanowiec 11-14 wrze$nia 2023
Szczotko Magdalena, Dmitryjuk Malgorzata, Michalski Mirostaw M. 2019.
"Molekularna identyfikacja Borrelia burgdorferi sensu lato 1 Anaplasma
phagocytophilum w kleszczach Ixodes ricinus izolowanych z ps6w poddanych dziataniu
lekow z grupy neonikotynoidow i pyretroidow”. X Konferencja Naukowo-Szkoleniowa
w Piszu 20-22 maja 2019 r.

Dmitryjuk Malgorzata, Michalski Mirostaw M., Szczotko Magdalena, Chajecka
Marta, Buczkowska Martyna. 2019. "Prewalencja Borrelia burgdorferi sensu lato
1 Anaplasma phagocytophilum w kleszczach twardych izolowanych z pséw 1 zwierzyny
plowej na terenie wojewodztwa warminsko-mazurskiego - badania wstepne”.
X Konferencja Naukowo-Szkoleniowa w Piszu 20-22 maja 2019 r.

Szczotko Magdalena, Dmitryjuk Matgorzata, Michalski Mirostaw M.2018. "Molecular
identification of Borrelia burgdorferi sensu lato in Ixodes ricinus ticks collected from
dogs in Olsztyn-city agglomeration”. XX Migdzynarodowe Sympozjum "Stawonogi
pasozytnicze, alergogenne 1 jadowite - znaczenie medyczne i sanitarne" Janowiec nad

Wistg 05-07 czerwca 2018r.

Komunikaty konferencyjne:

l.

Moerbeck Leonardo, Parreira Ricardo, Szczotko Magdalena, Seixas Gongalo, Velez
Rita, Dmitryjuk Matgorzata, Domingos Ana, Antunes Sandra. Investigating tick-borne
pathogens in questing and potential reservoir ticks in Portugal. 11th Tick & Tick-borne

Pathogen Conference, 1st - 6th September 2024, Havana, Varadero, Cuba
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Rozprawa doktorska
mgr inz. Magdalena Szczotko

Szczotko Magdalena, Kubiak Katarzyna, Moreira Leonardo, Antunes Sandra,
Domingos Ana, Dmitryjuk Matgorzata. 2022. ,,Neoehrlichia mikurensis, an emerging
tick-borne pathogen in the north-eastern Poland: a preliminary screening”. XXVI
Congress of the Polish Parasitological Society 12-15 September 2022, Olsztyn Annals
of Parasitology 2022, 68 (Suppl. 2), s. 213-213.

Szczotko Magdalena, Dmitryjuk Malgorzata. 2022. ,,Preliminary studies on the
prevalence of the selected pathogens in ticks collected from pets living in households
and in shelter”. XXVI Congress of the Polish Parasitological Society 12-15 September
2022, Olsztyn Annals of Parasitology 2022, 68 (Suppl. 1), s. 12-13.

. Michalski Mirostaw M., Kubiak Katarzyna, Szczotko Magdalena, Dmitryjuk
Matgorzata. 2022." Preliminary studies on the prevalence of selected pathogens
threatening human health in Ixodes ricinus and Dermacentor reticulatus ticks collected
from wild animals of Warmia and Mazury, part 1”. ABSTRACTS of the II Scientific
and Training Conference Animal Parasitoses — Current Threats — New Therapeutically
and Prophylactically Solutions, Ciechanowiec, 6-9 September 2021. Annals of
Parasitology 2022, 68 (Suppl. 1), s. 12-13.

. Kubiak Katarzyna, Dmitryjuk Matgorzata, Szczotko Magdalena, Szymanska Hanna,
Dzika Ewa. 2021. "Borrelia miyamotoi - an emerging risk for human health”.
International scientific and training conference Poland - Spain - Slovakia - "Nursing and
midwifery in an interdisciplinary dimension in the face of contemporary challenges";
Olsztyn, February 19, 2021: abstracts.

. Dmitryjuk Malgorzata, Szczotko Magdalena. 2021. "Choroby odkleszczowe -
wektory, zagrozenia, profilaktyka”. V Ogolnopolska Konferencja Naukowa Choroby
zakazne 1 pasozytnicze cztowieka - problem wspodlczesnego spoteczenstwa. Abstrakty /
Redakcja: Monika Iwaniuk, Kinga Kalbarczyk. Lublin 19.11.2021.

. Buczkowska Martyna, Chajecka Marta, Szczotko Magdalena, Dmitryjuk Matgorzata,
Michalski Mirostaw M. 2019. "Detection and identification of borrelia spirochaetes in
hard ticks removed from deer in the Warmia Mazury Voivodeship - preliminary
studies”. ABSTRACTS of the XXV Congress of the Polish Parasitological Society
Warsaw, 9-12 September 2019 Annals of Parasitology 2019, 65 (suppl.), s. 175-176.
Szczotko Magdalena, Dmitryjuk Malgorzata, Michalski Mirostaw M. 2019.
"Prevalence of Anaplasma phagocytophilum in hard ticks isolated from wildlife animals

in the Warmia-Mazury Voivodeship”. Annals of Parasitology 2019, 65 (suppl.), s. 200-
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10.

11.

12.

201. ABSTRACTS of the XXV Congress of the Polish Parasitological Society Warsaw,
9-12 September 2019 Annals of Parasitology 2019, 65 (suppl.), s. 175-176.

Dmitryjuk Malgorzata, Chajecka Marta, Szczotko Magdalena, Michalski Mirostaw M.
2018. "Preliminary studies of Borrelia burgdorferi sensu lato prevalence in Ixodes
ricinus ticks collected from city-agglomeration dogs”. XIIIth Slovak and Czech
Parasitological Days: Parasites in the Heart of Europe 2: Book of Abstracts / editors:
Martina Miterpakova, Zuzana Vasilkova, KoSice, 21-25.05.2018: Slovak Society for
Parasitology at SAS, 2018, s. 41.

Szczotko Magdalena, Dmitryjuk Matgorzata, Michalski Mirostaw M. 2018. Molecular
identification of Borrelia burgdorferi sensu lato in Ixodes ricinus ticks collected from
dogs in Olsztyn-city agglomeration”. XX Migdzynarodowe Sympozjum "Stawonogi
pasozytnicze, alergogenne i jadowite - znaczenie medyczne i sanitarne". Janowiec nad
Wista, 05-07.06.2018.

Dmitryjuk Malgorzata, Michalski Mirostaw M., Szczotko Magdalena. 2017. "Badania
wstepne nad prewalencja Anaplasma phagocytophilum w kleszczach Ixodes ricinus
pozyskanych z psow aglomeracji miejskiej”. I Konferencja Naukowo-Szkoleniowa:
"Parazytozy zwierzat - aktualne zagrozenia - nowe rozwigzania terapeutyczne
1 profilaktyczne", Ciechanowiec, 26-29.09.2017 r.

Dmitryjuk Matgorzata, Szczotko Magdalena, Michalski Mirostaw M.2017.
"Identification of Anaplasma phagocytophilum in Ixodes ricinus tiks removed from city
agglomeration dogs”. XVI Conference of Ukrainian Scientific society of parasitologists
(Lviv, 18-21 September 2017): Abstracts / Ed.: I.LA. Akimov, V.V. Stibel, V.V.
Kornyushin.

Staze krajowe:
03.07-28.07.2017 (1 miesiac) - Narodowy Instytut Lekow, Warszawa
Staze zagraniczne:

01.07-31.08.2018 (2 miesigce) - Praktyki studenckie w ramach programu Erasmus+, Instytut
Higieny i Medycyny Tropikalnej (IHMT), Portugalia, Lizbona - Katedra Parazytologii,
Laboratiorium Chorob 1 Patogenéw Przenoszonych przez Wektory (VBD) (opiekun: dr Ana

Gongalves Domingos)
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Rozprawa doktorska
mgr inz. Magdalena Szczotko

06.05-06.07.2019 (2 miesigce) - Praktyki absolwenckie w ramach programu Erasmus+,
Instytut Parazytologii, Czeska Akademia Nauk, Czechy, Czeskie Budziejovice —
Laboratorium Genomiki i Proteomiki Wektorow Chorob (opiekun: dr Michail Kotsyfakis)

09.09-06.10.2021 (1 miesigc) - Staz w ramach programu PROM, Instytut Higieny i Medycyny
Tropikalnej (IHMT), Portugalia, Lizbona - Katedra Parazytologii, Laboratiorium Chorob i
Patogenow Przenoszonych przez Wektory (VBD) (opiekun: dr Ana Gongalves Domingos)

06-08.2022 (2 miesigce) - Praktyki studenckie w ramach programu Erasmus+, Instytut
Higieny i Medycyny Tropikalnej (IHMT), Portugalia, Lizbona - Katedra Parazytologii,
Laboratorium Chorob i Patogendéw Przenoszonych przez Wektory (VBD) (opiekun: dr Ana

Gongalves Domingos)

05-07.2023 (2 miesigce) - Praktyki studenckie w ramach programu Erasmus+, Instytut
Higieny i Medycyny Tropikalnej (IHMT), Portugalia, Lizbona - Katedra Parazytologii,
Laboratorium Chorob i Patogenéw Przenoszonych przez Wektory (VBD) (opiekun: dr Ana

Gongalves Domingos)
Uczestnictwo w grantach naukowych

e Grant PRELUDIUM 23, pt.: ,Prawdopodobny molekularny mechanizm
transmisji kretkow Borrelia burgdorferi sensu lato - badania poroOwnawcze
transkryptomu 1 proteomu kleszczy Ixodes ricinus 1 Dermacentor reticulatus”

(2024/53/N/NZ6/00741) — kierownik projektu

e Grant rektora (2022 r.) pt.: ,,Candidatus Neoehrlichia mikurensis — nowo
pojawiajacy si¢ patogen w kleszczach Ixodes ricinus 1 Dermacentor reticulatus”

(umowa 4/2022) — kierownik projektu

e . Badania monitorujace i przesiewowe wybranej populacji kleszczy twardych
Ixodes pod katem zakazenia czynnikami zakaznymi wywolujagcymi borelioze
(1opcjonalnie anaplazmoze¢) na wybranych obszarach wojewodztwa
warminsko-mazurskiego” — projekt finansowany przez Marszatka
Wojewodztwa Warminsko-Mazurskiego (Nrl UWM/2018, DOS.11.2018) —

wykonawca projektu
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Wykaz czlonkostwa w organizacjach i towarzystwach naukowych

1.

2021 - obecnie Cztonek Polskiego Towarzystwa Parazytologicznego, Oddziat
Olsztynski PTP

2021 - 2023 Przewodniczaca Kota Naukowego Parazytologii "Vermis", Katedra
Biologii Medycznej, Szkota Zdrowia Publicznego, UWM

2018 - 2019 Cztonek Naukowego Kota Biotechnologow, Katedra Fizjologii Zwierzat,
Wydziat Biologii i Biotechnologii, UWM

Promocja i popularyzacja Nauki

1.

Organizacja i prowadzenie warsztatéw w ramach Nocy Biologdéw, projektu ,,Spotkania
z nauka”, Dnia Biologii 1 Biotechnologii oraz dla Licealistow Uniwersyteckiego XII
Liceum Ogolnoksztatcacego w Olsztynie.

Audycja Student Aktywnie! w Radiu UWM FM — rozmowa na temat Studenckiego
Grantu Rektora.

Rozmowa w TVP Olsztyn — Glos Regionu — rozmowa na temat otrzymanego grantu
Preludium 23.

Uczestnictwo w realizacji projektu pt. "Molecular identification of tick-borne pathogens
in Ixodes ricinus and Dermacentor reticulatus" realizowanego w Katedrze Biochemii
Wydziatu Biologii i Biotechnologii w ramach dziatah The International Federation of
Medical Students’ Associations (IFMSA), do tej pory gosciliSmy 2 studentki
z Meksyku, Studenta z Sudanu oraz 2 studentow z Tajlandii.

2023-2024 zatrudnienie jako edukator w Centrum Popularyzacji Nauki i Innowacji
Uniwersytetu ~ Warminsko-Mazurskiego ~ w  Olsztynie “KORTOSFERA”
(przygotowanie merytoryczne oraz prowadzenie warsztatOw naukowych dla gosci
odwiedzajacych Centrum, odbiorcg warsztatow byly rézne grupy wiekowe).

Artykut w czasopiSmie Weterynaria w praktyce pt. ,,Nowo pojawiajace si¢ patogeny
odkleszczowe — Borrelia miyamotoi 1 Neoehrlichia mikurensis” - 05.2025. Magdalena
Szczotko, Malgorzata Dmitryjuk.

Czilonek Komitetu Organizacyjnego XXVI Zjazdu Polskiego Towarzystwa
Parazytologicznego, Olsztyn 12-15.09.2022.
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Recenzent artykulow naukowych w czasopismach punktowanych (100 pkt. wg wykazu
MNiSW):

— BMC Infectious Diseases,

— Parasites & Vectors,

— Microbial Ecology.
Dalsze plany naukowe

W listopadzie 2024 r. rozpoczetam praceg na stanowisku asystenta na Wydziale Biologii
i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Zatrudnienie to stwarza
mi mozliwo$¢ dalszego rozwoju naukowego oraz aktywnego uczestnictwa w dziatalnosci
badawczej 1 dydaktycznej. W lutym 2025 r. zostalam kierownikiem projektu badawczego
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki w ramach konkursu PRELUDIUM 23 pt.
,Prawdopodobny molekularny mechanizm transmisji kretkdw Borrelia burgdorferi sensu lato
— badania poréwnawcze transkryptomu i proteomu kleszczy Ixodes ricinus i Dermacentor
reticulatus”. Celem planowanych badan jest identyfikacja réznic molekularnych pomigdzy
badanymi gatunkami kleszczy, ktore moga warunkowac ich zdolno$¢ do transmisji krgtkow
Borrelia. Prace beda obejmowac analiz¢ danych transkryptomicznych i proteomicznych, co
moze umozliwi¢ identyfikacje kluczowych réznic w odpowiedzi immunologicznej
i mechanizmach molekularnych towarzyszacych transmisji patogenu. Realizacja projektu
pozwoli mi na rozwini¢cie kompetencji w zakresie biologii molekularnej 1 analizy danych,
a takze umozliwi mi aktywng wspotprace z innymi zespotami badawczymi w kraju 1 za granica.
W najblizszych latach zamierzam kontynuowaé dziatalno$¢ naukowa w obszarze biologii
molekularnej pasozytéw i patogendéw. Zdobyte doswiadczenie i kompetencje zamierzam
wykorzysta¢ do dalszego doskonalenia warsztatu badawczego oraz rozwijania wspotpracy
naukowej. W ramach projektu kontynuowana bedzie wspodtpraca z zespotem Instytutu Higieny
1 Medycyny Tropikalnej, Lizbona Portugalia, ktory bedzie brat udziat w analizie
transkryptomicznej. Zaplanowane analizy proteomiczne bgda wykonane we wspotpracy

z Instytutem Badan Morskich Vigo, Hiszpania.
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