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Wstęp 

Białko ClpB, ależą e do rodziny iałek opiekuń zy h Hsp100, wraz z systemem DnaK/DnaJ 

(Hsp70/Hsp40) uczestniczy w reaktywacji zagregowanych iałek. Białko ClpB, podobnie jak inni 

przedstawiciele rodziny Hsp100, posiada strukturę przypo i ają ą heksameryczny pierś ień w środku, 
którego znajduje się centralny ka ał, przez który prze iąga y jest zaagregowany substrat iałkowy.  

Stosunkowo niedawno wykazano, że brak funkcjonalnego iałka ClpB w komórkach Leptospira jest 

przy zy ą zahamowania wzrostu bakterii w warunkach stresu i ałkowitej utraty wirulencji (Lourdault i 

wsp., 2011).   

Postuluje się, że ClpB odgrywa istot ą rolę podczas infekcji, wywoływa y h przez bakteryjne patogeny 

w tym Leptospira, ze względu na swoją fu k ję iałka opiekuń zego. 

Celem naszych adań yło zgłę ie ie wiedzy na temat roli iałka ClpB w bakteraich Leptospira 

(ClpBLi), a przede wszystkim poznanie jego biochemicznych i immunogennych właś iwoś i. 

Wyniki 

Ryc. 1 Leptospira interrogans – 

zdję ie z ikroskopu 
skaningowego (Ko i wsp., 2009). 

ATPS indukuje powstawanie heksamerów ClpBLi 

ClpBLi wykazuje sła ą aktyw ość ATPazy sty ulowa ą 
przez pseudo-substraty 

ClpBLi wykazuje aktyw ość opiekuń zą iezależ ą od 
systemu Hsp70/40 

Wiąza ie ukleotydu z ie ia powi owa two ClpBLi do 

substratu 

) a zą o podwyższo y pozio  prze iw iał a ty-ClpBLi 

w surowi a h zwierząt zakażo y h Leptopsira w 

porów a iu z grupą ko trol ą świad zy, że ClpBLi oże 
aktywować układ i u ologi z y gospodarza.  

ClpBLi 

• Białko ClpBLi w o e oś i ATPγS przejawia zdol ość do 

samoasocjacji, tj.  tworzy heksamery. 

• ClpBLi wykazuje sła ą aktyw ość ATPazy w porównaniu z 

ClpB z E. coli, która jest  stymulowana przez pseudo-

substraty: κ-kazei ę oraz polilizy ę. 

• ClpBLi wykazuje aktyw ość opiekuń zą  iezależ ą od 

systemu iałek opiekuń zy h DnaK/DnaJ z E. coli. 

•   Wiąza ie nukleotydu zmienia powinowactwo ClpBLi do 

zagregowanego substratu. 

• ClpBLi wykazuje właś iwoś i immunogenne podczas 

infekcji wywoływa y h przez Leptospira, co wskazuje na 

jego udział w wirulencji Leptospira. 

I u oreaktyw ość ClpBLi z surowi ą króli zą 

I u oreaktyw ość ClpBLi z surowi ą ydlę ą 

B 

A 

Białko ClpBLi reaktywuje β-galaktozydazę uwięzio ą w 
iała h i kluzyj y h 

Ryc. 3. Analiza prędkoś i sedymentacji ClpBLi. 

Przedstawiono rozkład współ zy ika sedymentacji (S) dla iałka ClpBLi o stęże iu 0,7 mg/ml w o e oś i nukleotydu (1,9 

mM ATPγS lub AMP-PNP) lub bez udziału nukleotydu. Wirowanie zostało przeprowadzone w temp. 20 °C przy prędkoś i 
50 000 obr./min, w buforze zawierają y : 50 mM Tris-HCl (pH= 7,5); 0,2M KCl; 20 mM MgCl2; 1 mM EDTA; 2 mM -

merkaptoetanol oraz 5% glicerol.  

Ryc. 4. Aktyw ość ATPazowa ClpBLi i ClpB z E. coli. 

Pomiar uwolnionych fosforanów podczas reakcji hydrolizy ATP katalizowanej przez ClpB (0,05 

mg/ml) ył określa y w temp. 37 °C bez aktywatorów aktyw ość podstawowa) lub w ich 

o e oś i: κ-kazeiny (0,1 mg/ml), polilizyny (0,04 mg/ml) oraz zagregowanego substratu, 

G6PDH (2 μM . Otrzymane wyniki są wartoś ia i śred i i z co najmniej trzech iezależ y h 

eksperymentów wraz z odchyleniami standardowymi. 

Ryc. 5. Reaktywacja Fda w o e oś i ClpBLi oraz systemu iałek opiekuń zy h DnaK/DnaJ 

po hodzą y h z E. coli. 

Fda (aldolaza fruktozo-1,6-difosforanu) yła denaturowana w buforze Tris-HCl (pH=7.5) w temp. 55 °C 

przez 20 min, po czym dodawano MgCl2 (10 mM), ZnCl2 (0,3 mM), iałka opiekuń ze i ATP (2 mM). W 

celu reaktywacji Fda próby inkubowano w temp. 30 °C przez 1 h, potem oznaczano aktyw ość enzymu. 

Aktyw ość Fda mierzona przed ter i z ą de atura ją enzymu przyjęto jako 100 %. Aktyw ość Fda (ok. 

5%) wykrywana po termicznej inaktywacji enzymu zaznaczono na wykresie iągła li ią. Otrzymane 

wyniki są wartoś ia i śred i i z co najmniej trzech iezależ y h eksperymentów wraz z odchyleniami 

standardowymi. Symbole: EcKJ- DnaK/DnaJ z E. coli; EcB- ClpB z E. coli; LiB- ClpB z L. interrogans. 

Ryc. 7. Oddziaływa ie iałka ClpBLi z agregatami G6PDH w o e oś i nukleotydów lub bez 

udziału nukleotydu. 
ClpBLi (0,65 μM) inkubowano z 1,6 μM roztworem agregatów G6PDH (dehydrogenaza glukozo-

6fosforanowa z Leuconostoc mesenteroides) w o e oś i nukleotydu (6 mM ATP, ADP lub AMP-PNP) 

lub bez udziału nukleotydu. Mieszaniny inkubowano w temp. 30 °C z wytrząsa ie  przez 10 lub 20 

min, a astęp ie naniesiono na filtry (Millipore Ultrafree-MC Centrifugal Filter Unit) o śred i y 0,1 

μm.Otrzymane frakcje rozdzielono w żelu SDS-PAGE i wybarwiono roztworem Coomassie.  

Ryc. 6. Reaktywacja β-galaktozydazy agregują ej w bakteriach E. coli w postaci iał 
inkluzyjnych. 

Ciała inkluzyjne -galazktozydazy (-gal) wyizolowano z komórek E. coli MC4100 WT [pVP1LAC] oraz  

E. coli MC4100clpB[pVP1Lac] wykorzystują  odczynnik B-PER (Pierce). Oczyszczone iała inkluzyjne 

-gal rozpuszczono w równej o jętoś i odczynnika B-PER oraz buforu Z (60 mM Na2HPO4, 40 mM 

NaH2PO4, 10 mM KCL, 1 mM MgSO4, 50 mM -merkaptoetanol, pH= 7,0) i inkubowano przez 60 min 

w temp. 30 °C w o e oś i  ClpBLi  lub ClpB z E. coli.  oraz 6 mM ATP. Aktyw ość -galaktozydazy  

oznaczano w oparciu o etodę Millera przy uży iu o-nitrofenylogalaktopiranozydu (ONPG). 

Otrzymane wyniki są wartoś ia i śred i i z co najmniej trzech iezależ y h eksperymentów wraz z 

odchyleniami standardowymi. 

Ryc. 8. I u oreaktyw ość ClpBLi z surowi ą króli zą. (A) Oczyszczone iałko ClpBLi (250 ng) 

rozdzielono w żelu SDS-PAGE, przeprowadzono Western blotting z zastosowaniem: prze iw iał anty-

ClpBLi158-334 (ś ieżka 1), negatywnej surowicy kontrolnej (ś ieżka 2), lub poliklonalnych prze iw iał 
króliczych przeciw: L. borgpetersenii serowariant Hardjo (ś ieżki 3, 4); L. interrogans serowariant 

Hardjo (ś ieżka 5); L. interrogans serowariant Icterohaemorrhagiae (ś ieżki 6, 7); L. interrogans 

serowariant Canicola (ś ieżka 8); L. borgpetersenii serowariant Javanica (ś ieżka 9); L. interrogans 

serowariant Hardjo (ś ieżka 10). (B) Test ELISA z wykorzystaniem iałka ClpBLi jako antygenu 

opłasz zają ego i wyżej wymienionych surowic króliczych: IA, zwierzęta zainfekowane bakteriami 

Leptospira; NC (negatywna kontrola), niezainfekowane zwierzęta; PC (pozytywna kontrola) 

prze iw iała anty-ClpBLi158-334. Dane analizowano z zastosowaniem analizy wariancji ANOVA w 

programie Statistica. (***) oznacza P<0.001; ns, róż i e nieistotne statystycznie. 

Ryc. 9. I u oreaktyw ość ClpBLi z surowi ą ydlę ą. 

(A) Oczyszczone iałko ClpBLi (250 ng) rozdzielono w żelu SDS-PAGE i przeprowadzono Western 

blotting z zastosowaniem: prze iw iał anty-ClpBLi158-334 (ś ieżki 1 i 12), poliklonalnych prze iw iał 
ydlę y h przeciw: L. borgpetersenii serowariant Hardjo (ś ieżki 2-11), oraz surowicami po hodzą y i 

od niezainfekowanego ydła (ś ieżki 13-20). (B) Test ELISA z wykorzystaniem iałka ClpBLi jako 

antygenu opłasz zają ego i  wyżej wymienionch surowic ydlę ych: NC (negatywna kontrola), 

niezainfekowane zwierzęta; PC (pozytywna kontrola), prze iw iała anti-ClpBLi158-334; FS, ydlę a 

surowica płodowa; IA, zwierzęta zainfekowane bakteriami Leptospira. Dane analizowano z 

zastosowaniem analizy wariancji ANOVA w programie Statistica. (***) oznacza P<0.001;. 

Wnioski 

Leptospira interrogans jest akterią Gram-uje ą, ależą ą do gromady krętków, 
e hują ą się dużą ru hliwoś ią, dzięki dwóm periplazmatycznym wiciom (Ko i wsp., 2009). 

Leptospiroza, jest horo ą odzwierzę ą, wywoływa ą przez te bakterie. Głów y  źródłe  

zakaże ia są chore zwierzęta także nosiciele), które wydalają z moczem leptospiry. W krajach 

klimatu umiarkowanego także środowisko (zanieczyszczona woda i gleba) oże pośred i zyć w 

szczerzeniu się zakażeń. Do zakaże ia ludzi dochodzi m.in. poprzez uszkodzo ą skórę, ło y 

śluzowe czy spojówki. Ostra faza tej choroby charakteryzuje się iężki i uszkodzeniami nerek, 

płu , wątro y. Każdego roku na iężką postać leptospirozy zapada ponad 1 mln ludzi, z czego 

nawet 20% sta owią przypadki ś iertel e (Adler i wsp., 2011). Z powodu leptospirozy dochodzi 

rów ież do duży h strat ekonomicznych w hodowlach zwierząt.  Pomimo zagrożeń, jakie 

stwarzają patogenne gatunki Leptospira, molekularne mechanizmy patogenezy leptospirozy  są 

sła o poznane.   

Ryc. 2.  Struktura domenowa iałka ClpBLi. 
Domena N-terminalna (ND), domena wiążą a nukleotydy 1 (NBD1), domena środkowa (MD) oraz domena wiążą a 

nukleotydy 2 (NBD2). Na schemacie zostały rów ież zaznaczone charakterystyczne motywy, tj.: Walker A (A), Walker B 

(B), sensor 1, sensor 2 (GAR) oraz reszty argininy (R) iorą e udział w wiąza iu ATP oraz jego hydrolizie.  

Pra a ta powstała w wy iku realiza ji projektu adaw zego Preludiu  9 o r / /N/N) / 9  
fi a sowa ego ze środków Narodowego Ce tru  Nauki. 

Analityczne ultrawirowanie przeprowadzono w laboratorium NanoFun, które yło współfi a sowa e ze środków 
Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Innowacyjna Gospodarka, Nr projektu 

POIG.02.02.00-00-025/09 
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Białko ClpBLi wykazuje orga iza ję ultido e ową podo ą do iałka ClpB z E. 

coli. ClpBLi posiada do e ę N-ter i al ą (ND1-145aa), dwie domeny wiążą e 

nukleotydy (NBD1161-342aa, NBD2560-768aa) oraz do e ę środkową (MD343-550aa). 

Porównanie sekwencji aminowkasowych iałek ClpBLi i ClpBEc wykonano przy 

uży iu programu Clustal X. Na tej podstawie stwierdzono, że ide ty z ość reszt 

aminokwasowych w o rę ie peł ej sekwencji iałek ClpB wynosi tylko 52%.  

I. Analiza bioinformatyczna sekwencji aminokwasowej 

ClpBLi 

II. Biofizy z e i io he i z e właś iwoś i iałka ClpBLi 

III. I u oge e właś iwoś i ClpBLi 

ClpBLi 

A 

B 


