
1. Cel naukowy projektu
     Podstawowym celem naukowym projektu jest poznanie funkcji biologicznej białka opiekuńczego ClpB patogennej bakterii
Leptospira interrogans, odpowiedzialnej za wywoływanie groźnej dla ludzi i zwierząt choroby zwanej leptospirozą. Cel naukowy
projektu obejmuje przede wszystkim określenie biochemicznych właściwości białka ClpB L. interrogans (ClpBLi) oraz poznanie
jego specyficznej roli w przeżywalności patogennych bakterii w warunkach stresu środowiskowego i podczas infekcji gospodarza.
Zamierzamy udowodnić, że specyficzna rola ClpB podczas infekcji powiązana jest z jego funkcją białka opiekuńczego a wobec
tego zaangażowaniem ClpB w procesy dezagregacji i reaktywacji agregatów białkowych.
2. Badania podstawowe realizowane w ramach projektu
     Aby wykazać udział białka ClpBLi w infekcjach wywoływanych przez patogenne gatunki Leptospira zamierzamy zbadać, czy
poziom ekspresji genu clpBLi w tkankach nerek jest podwyższony podczas infekcji zwierząt laboratoryjnych, oraz czy ClpBLi,
może aktywować system odpornościowy gospodarza. Znaczna część projektu dotyczy biochemicznej charakterystyki ClpBLi .
Wiadomo, że właściwości biochemiczne, struktura białka określają jego funkcję w komórce. Właściwości biochemiczne ClpB Li
porównamy z właściwościami najlepiej poznanego do tej pory modelowego białka ClpB bakterii Escherichia coli oraz białka
ClpB z saprofitycznego gatunku Leptospira, a mianowicie L. biflexa. Porównanie właściwości białek ClpB pochodzących z
różnych gatunków bakterii wydaje się szczególnie interesującym aspektem naszych badań, ponieważ może ujawnić przyczynę
wirulentnych właściwości ClpBLi. Ponadto planujemy zidentyfikować białka Leptospira oddziałujące z ClpBLi. Identyfikacja
białek Leptospira oddziałujących z ClpBLi,, zwłaszcza tych, które są niezbędne do przeżycia i namnażania się patogenu wewnątrz
komórek gospodarza powinna przyczynić się do poznania podstawowego mechanizmu działania ClpB jako czynnika wirulencji
czy też białka związanego z wirulencją L. interrogans. Oczekujemy, że na podstawie uzyskanych wyników będzie można ocenić,
czy funkcja ClpB jest rzeczywiście niezbędna aby patogen przystosował się do wewnątrzkomórkowych warunków podczas
infekcji gospodarza i wywołał objawy choroby czyli przeciwstawił się mechanizmom obronnym gospodarza..
3. Zasadność podjętych badań naukowych
     W ciągu ostatnich kilku lat zgromadzono wiele dowodów świadczących o udziale białka opiekuńczego ClpB w patogenezie
niektórych chorób bakteryjnych, w tym leptospirozy (Kannan i wsp., 2008; Capestany i wsp., 2008; Chastanet i wsp., 2004;
Meibom i wsp., 2008; Lourdault i wsp., 2011). Wykazano, że brak funkcjonalnego białka ClpB w komórkach L. interrogans jest
przyczyną zahamowania wzrostu bakterii w warunkach stresu i całkowitej utraty ich wirulencji (Lourdault i wsp., 2011). Właśnie
te obserwacje stanowią podstawę naszych założeń i badań naukowych. Rola stresu, odpowiedzi stresowej w oddziaływaniach
gospodarz-patogen oraz udział w niej ClpB wyłaniają nowy kierunek badań nad molekularnymi mechanizmami leptospirozy.
Leptospiroza jest uważana za najbardziej rozpowszechnioną na naszym globie bakteryjną chorobę odzwierzęcą (zoonozę).
Głównym źródłem zakażenia są chore zwierzęta (także nosiciele), które wydalają z moczem leptospiry. W krajach klimatu
umiarkowanego, takich jak Polska, także środowisko (zanieczyszczona leptospirami woda i gleba) może w szczerzeniu się
zakażeń, stanowiąc jak najbardziej aktualny czynnik ryzyka w epidemiologii leptospirozy. Każdego roku na całym świecie
odnotowuje się ponad milion przypadków ciężkiej postaci leptospirozy ze wskaźnikiem śmiertelności od 5% do 20% (Adler i
wsp., 2011). Leptospiroza zwierząt stanowi wciąż poważny problem także w krajach UE, w tym w Polsce. Każdego roku
odnotowuje się ogromne straty ekonomiczne z powodu zaburzeń rozrodczości u bydła, owiec, świń i koni. Przebieg choroby u
tych gatunków zwierząt ma zazwyczaj charakter utajony, chroniczny i jednym objawem mogą być zaburzenia w rozrodzie oraz
stany zapalne gałki ocznej u koni, co generuje ogromne straty ekonomiczne. Wiele badań serologicznych i mikrobiologicznych
wskazuje na wysoki odsetek zakażeń u zwierząt domowych (Ryan i wsp., 2012; Arent i Kędzierska-Mieszkowska, 2013).
Pomimo zagrożeń, jakie stwarzają patogenne gatunki Leptospira i ich globalnego zasięgu, molekularny mechanizm patogenezy
leptospirozy nie jest znany. Identyfikacja czynników wirulencji Leptospira, poznanie ich właściwości ma kluczowe znaczenie dla
poznania mechanizmów indukcji choroby. ClpB jest wymieniany wśród potencjalnych czynników wirulencji Leptospira. W
świetle powyższych danych, zasadny wydaje się cel niniejszego projektu, czyli zbadanie specyficznej roli oraz molekularnego
mechanizmu funkcjonowania białka ClpB z bakterii L. interrogans.
     Oczekujemy, że informacje uzyskane podczas realizacji tego projektu przyczynią się do lepszego zrozumienia roli ClpB w
odpowiedzi stresowej bakterii L. interrogans oraz w wirulencji Leptospira. Uwzględniając fakt, że gen clpB nie występuje w
komórkach ssaczych, jego produkt, białko ClpB, może być wykorzystane w przyszłości jako nowy cel terapeutyczny w leczeniu
zakażeń wywoływanych przez patogenne bakterie Leptospira spp. Leczenie leptospirozy zakłócające funkcję genu clpB
wyznacza nowy kierunek terapii anty-bakteryjnych, być może, bardziej skutecznych niż obecnie stosowane antybiotyki. Wyniki
naszych badań mogą również przyczynić się do poznania różnic w odpowiedzi serologicznej u zwierząt szczepionych i naturalnie
zakażonych, co może mieć duże znaczenie praktyczne w diagnostyce zakażeń tymi bakteriami u zwierząt. Planowane badania
przyczynią się także do uzupełnienia i wzbogacenia naszej wiedzy na temat biologicznej funkcji białek opiekuńczych w
bakteriach patogennych, ich roli podczas infekcji gospodarza.
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