1. Cel naukowy projektu

Podstawowym celem naukowym projektu jest poznanie funkcji biologicznej biatka opiekuriczego ClpB patogennej bakterii
Leptospira interrogans, odpowiedzialnej za wywotywanie groznej dla ludzi i zwierzat choroby zwanej leptospirozg. Cel naukowy
projektu obejmuje przede wszystkim okreslenie biochemicznych wiasciwosci biatka CIpB L. interrogans (ClpB, ;) oraz poznanie
jego specyficznej roli w przezywalnos$ci patogennych bakterii w warunkach stresu Srodowiskowego i podczas infekcji gospodarza.
Zamierzamy udowodnic, ze specyficzna rola ClpB podczas infekcji powigzana jest z jego funkcja biatka opiekuriczego a wobec
tego zaangazowaniem ClpB w procesy dezagregacji i reaktywacji agregatow biatkowych.

2. Badania podstawowe realizowane w ramach projektu

Aby wykazac udziat biatka ClpB ; w infekcjach wywotywanych przez patogenne gatunki Leptospira zamierzamy zbadac, czy
poziom ekspresji genu clpB; w tkankach nerek jest podwyzszony podczas infekcji zwierzat laboratoryjnych, oraz czy ClpBLi,
moze aktywowa¢ system odpornosciowy gospodarza. Znaczna cze$¢ projektu dotyczy biochemicznej charakterystyki ClpB, ;.
Wiadomo, ze whasciwosci biochemiczne, struktura biatka okreslajg jego funkcje w komorce. Wihasciwosci biochemiczne ClpB | ;
poréwnamy z wihasciwosciami najlepiej poznanego do tej pory modelowego biatka ClpB bakterii Escherichia coli oraz biatka
ClpB z saprofitycznego gatunku Leptospira, a mianowicie L. biflexa. Poréwnanie wkasciwosci biatek ClpB pochodzacych z
roznych gatunkdw bakterii wydaje sie szczeg6lnie interesujgcym aspektem naszych badan, poniewaz moze ujawni¢ przyczyne
wirulentnych wiasciwosci ClpB, ;. Ponadto planujemy zidentyfikowa¢ biatka Leptospira oddziatujace z ClpB, ;. Identyfikacja
biatek Leptospira oddziatujacych z ClpB,;,, zwtaszcza tych, ktdre sa niezbedne do przezycia i namnazania sie patogenu wewnatrz
komorek gospodarza powinna przyczyni¢ sie do poznania podstawowego mechanizmu dziatania ClpB jako czynnika wirulencji
czy tez biatka zwigzanego z wirulencja L. interrogans. Oczekujemy, ze na podstawie uzyskanych wynikéw bedzie mozna oceni¢,
czy funkcja ClpB jest rzeczywiscie niezbedna aby patogen przystosowat sie do wewnatrzkomdrkowych warunkéw podczas
infekcji gospodarza i wywotat objawy choroby czyli przeciwstawit sie mechanizmom obronnym gospodarza..

3. Zasadnos¢ podjetych badan naukowych

W ciggu ostatnich kilku lat zgromadzono wiele dowodoéw $wiadczacych o udziale biatka opiekuriczego ClpB w patogenezie
niektorych choréb bakteryjnych, w tym leptospirozy (Kannan i wsp., 2008; Capestany i wsp., 2008; Chastanet i wsp., 2004;
Meibom i wsp., 2008; Lourdault i wsp., 2011). Wykazano, ze brak funkcjonalnego biatka ClpB w komdrkach L. interrogans jest
przyczyna zahamowania wzrostu bakterii w warunkach stresu i catkowitej utraty ich wirulencji (Lourdault i wsp., 2011). Wiasnie
te obserwacje stanowig podstawe naszych zatozen i badafi naukowych. Rola stresu, odpowiedzi stresowej w oddziatywaniach
gospodarz-patogen oraz udziat w niej CIpB wyfaniajg nowy kierunek badan nad molekularnymi mechanizmami leptospirozy.
Leptospiroza jest uwazana za najbardziej rozpowszechniong na naszym globie bakteryjng chorobe odzwierzeca (zoonoze).
Glownym zrddtem zakazenia sg chore zwierzeta (takze nosiciele), ktore wydalajg z moczem leptospiry. W krajach klimatu
umiarkowanego, takich jak Polska, takze Srodowisko (zanieczyszczona leptospirami woda i gleba) moze w szczerzeniu sie
zakazen, stanowigc jak najbardziej aktualny czynnik ryzyka w epidemiologii leptospirozy. Kazdego roku na catym S$wiecie
odnotowuje sie ponad milion przypadkéw ciezkiej postaci leptospirozy ze wskaznikiem $miertelnosci od 5% do 20% (Adler i
wsp., 2011). Leptospiroza zwierzat stanowi wcigz powazny problem takze w krajach UE, w tym w Polsce. Kazdego roku
odnotowuje sie ogromne straty ekonomiczne z powodu zaburzenh rozrodczosci u bydia, owiec, Swini i koni. Przebieg choroby u
tych gatunkow zwierzat ma zazwyczaj charakter utajony, chroniczny i jednym objawem moga by¢ zaburzenia w rozrodzie oraz
stany zapalne gatki ocznej u koni, co generuje ogromne straty ekonomiczne. Wiele badan serologicznych i mikrobiologicznych
wskazuje na wysoki odsetek zakazer u zwierzat domowych (Ryan i wsp., 2012; Arent i Kedzierska-Mieszkowska, 2013).
Pomimo zagrozen, jakie stwarzajg patogenne gatunki Leptospira i ich globalnego zasiegu, molekularny mechanizm patogenezy
leptospirozy nie jest znany. ldentyfikacja czynnikéw wirulencji Leptospira, poznanie ich wiasciwosci ma kluczowe znaczenie dla
poznania mechanizméw indukcji choroby. CIpB jest wymieniany ws$rdd potencjalnych czynnikéw wirulencji Leptospira. W
Swietle powyzszych danych, zasadny wydaje sie cel niniejszego projektu, czyli zbadanie specyficznej roli oraz molekularnego
mechanizmu funkcjonowania biatka CIpB z bakterii L. interrogans.

Oczekujemy, ze informacje uzyskane podczas realizacji tego projektu przyczynig sie do lepszego zrozumienia roli ClpB w
odpowiedzi stresowej bakterii L. interrogans oraz w wirulencji Leptospira. Uwzgledniajac fakt, ze gen clpB nie wystepuje w
komorkach ssaczych, jego produkt, biatko ClpB, moze by¢ wykorzystane w przysztosci jako nowy cel terapeutyczny w leczeniu
zakazen wywoltywanych przez patogenne bakterie Leptospira spp. Leczenie leptospirozy zaktécajace funkcje genu clpB
wyznacza nowy kierunek terapii anty-bakteryjnych, by¢é moze, bardziej skutecznych niz obecnie stosowane antybiotyki. Wyniki
naszych badain moga réwniez przyczynic sie do poznania réznic w odpowiedzi serologicznej u zwierzat szczepionych i naturalnie
zakazonych, co moze mie¢ duze znaczenie praktyczne w diagnostyce zakazeri tymi bakteriami u zwierzat. Planowane badania
przyczynig sie takze do uzupetnienia i wzbogacenia naszej wiedzy na temat biologicznej funkcji biatek opiekunczych w
bakteriach patogennych, ich roli podczas infekcji gospodarza.
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