Prof. dr hab. Magdalena Strus
Katedra Mikrobiologii UJ CM
Czysta 18

31-121 Krakow

Ocena

rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Krajewskiej
p.t.” Charakterystyka biatka opiekuriczego ClpB(Hsp100)
pochodzacego z patogennej bakterii Leptospira interrogans,

etiologicznego czynnika leptospirozy.”

Leptospira  interrogans to czynnik etiologiczny leptospirozy,
odzwierzecej choroby wysoce zakainej przebiegajgcej czesto pod
postacig epidemii wodnych. Rezerwuarem tego zarazka sg zwierzeta
dzikie, mate ssaki gtownie gryzonie (szczury, myszy) oraz zwierzeta
domowe (psy) i hodowlane (bydto, $winie, lisy). Zrédtem zakazenia jest
mocz, wydalany przez zwierzeta chore lub nosicieli stad epidemie
wodne zdarzajg sie najczesciej gtéwnie w krajach o gorgcym klimacie.
W 2002 Komisja Taksonomii Leptospir Miedzynarodowej Unii
Stowarzyszen Mikrobiologéw (International Union of Microbiological
Societies) ustalita podziat poszczegélnych gatunkéw tej rodziny kretkéw
na trzy grupy: patogenng, saprofityczng oraz grupe o cechach
posrednich. Gatunek Leptospira interrogans obejmuje szczepy

chorobotwdrcze zaréwno dla ludzi jak i dla zwierzat. Szacuje sie, ze
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wudy

kazdego roku na catym Swiecie wystepuje ponad 1 milion przypadkéw ><

ciezkiej leptospirozy u ludzi powodujacej okoto 60 000 zgondw. UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI

COLLEGIUM
MEDICUM

Warto zauwaizyé, ze leptospiroza to rdowniez powazny problem
ekonomiczny w wielu krajach, w tym w Unii Europejskiej. Kazdego roku
sg znaczgce straty ekonomiczne spowodowane zaburzeniami
reprodukcyjnymi u bydta, owiec, swin i koni zwigzane z leptospiroza.

Wydziat Lekarski
Wiele badan serologicznych i mikrobiologicznych wskazuje na wysoki
wskaznik infekcje i nosicielstwa bezobjawowego u zwierzat Katedra Mikrobiologii
hodowlanych i domowych. W Polsce tego rodzaju badania
przeprowadzono w 2010 roku na ich podstawie okazato
sie, ze 2% S$win hodowanych na terenie naszego kraju ma wysokie
miano przeciwciat wskazujgcych na nosicielstwo tych kretkéw,

natomiast az 90 % koéz hodowanych w 49 stadach miaty wysokie

i bardzo wysokie miana.

W zwigzku z tymi doniesieniami, prawdopodobienstwo wystgpienia
leptospirozy u hodowcdw, lekarzy weterynarii i innych oséb majacych

bezposredni kontakt z tymi zwierzetami jest bardzo wysokie.

Za chorobotwdérczos¢ leptospir odpowiada wiele czynnikéw, ktére
umozliwiajg wnikniecie do organizmu, rozprzestrzenienie i adherencje
tych patogendw do komorek i biatek macierzy gospodarza. Waznymi ul. Czysta 18

czynnikami zjadliwoéci jest LPS i adhezyny. W swojej rozprawie PL31-121 Krakéw

doktorskiej Pani mgr Joanna Krajewska zajetfa sie bakteryjnym biatkiem Al H4BLICA bR 2R QY
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opiekuriczym ClpB. Biatko to jest niezbedne w zachowaniu wirulencji
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takich patogendéw jak: Listeria monocytogenes, Mycoplasma ><

pneumoniae, czy Leptospira interrogans. W swojej pierwszej publikacji UNITWERSYTET
JAGIELLONSKI

zatytutowanej: ,, AAA+CIpB chaperone as a potential virulence factor of COLLEGIUM
pathogenic microorganisms: Other aspect of its chaperone function” BEBTU
doktorantka zwrdcita uwage na wyniki prac kilku zespotéw

badawczych, ktére to zespoty wykorzystujac zwierzeta doswiadczalne

udowodnity, iz bakterie L.monocytogenes oraz L.interrogans

pozbawione aktywnego biatka ClpB tracq zjadliwos$C i co wazniejsze w,gial Lokarski
stajg sie bardziej podatne na stres oksydacyjny i termiczny. Autorka

zwrdcita réwniez uwage na wtasciwosci immunogenne biatka ClpB, Katedra Mikrobiologii

ktore jest nie tylko produkowane podczas infekcji gospodarza, ale

réwniez czynnie uczestniczy w zainicjowaniu tego procesu.

Autorka rozprawy stusznie zwrdcita uwage na nowa funkcje biatka ClpB,
a mianowicie biatko to pozwala nie tylko bakteriom patogennym
na przystosowanie sie do warunkdw panujacych wewnatrz komoérek
gospodarza, ale przede wszystkim odpowiada réwniez za wystgpienie

pierwszych objawdéw klinicznych choroby.

Powigzanie specyficznej roli tego biatka podczas infekcji z poznaniem
i scharakteryzowaniem wybranych wtasciwosci biatka ClpB stato sig

gtéwnym celem niniejszej pracy doktorskiej.

ul. Czysta 18

Doktorantka szczegétowo tym tematem zajefa sie w kolejnej publikacji PL 31-121 Krakéw

zatytutowanej: ” Immunoreactivity of the AAA+chaperone ClpB from bl #4812 Bad 20 B
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Leptospira interrogans with sera from Leptospira-infected animals”,
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w  ktérej przeprowadzita analize porédwnawczg sekwencji
aminokwasowych biatek ClpB L.interrogans w stosunku do sekwencji
biatka ClpB zawartego w modelowej bakterii E.coli. Na podstawie tej
analizy autorka wykazata wysoki stopiert wzajemnego pokrewieristwa
obu biatek, co moze éwiadczyé o obecnosci w ich sekwencji statych,
zachowanych ewolucyjnie motywéw. W kolejnym etapie doktorantka
zaprojektowata plazmid, ktéry zapewnit wydajng produkcje biatka ClpB
L.interrogans w systemie bakteryjnym E.coli. Dzigki temu doktorantka
uzyskata czysta forme biatka ClpBy i przystapita do zbadania
immunoreaktywnos$ci tego biatka z surowicami pochodzgcymi od bydta
i krélikbw eksperymentalnie zakazonych wybranym szczepem
Leptospira spp. Na podstawie uzyskanych wynikéw doktorantka
wyciggneta bardzo wazne wnioski, a mianowicie stwierdzita ze biatko
ClpB Li jest immunoreaktywne, czyli indukuje odpowiedz humoralng
o czym $wiadczy podwyzszony poziom przeciwciat anty- ClpBu klasy I1gG
w surowicach zakazonych zwierzat. Ponadto wykorzystujac specyficzne
przeciwciata anty- ClpBy doktorantka zidentyfikowata to biatko réwniez
w nerce chomikéw zakazonych L.interrogans. Jak stusznie zauwazyta
moze to S$wiadczyé o produkcji tego biatka nie tylko na etapie
poczatkowe] kolonizacji, ale réwniez w trakcie rozprzestrzeniania sig

kretkéw w ustroju zakazonych zwierzat.

Wyniki uzyskane na tym etapie przygotowania rozprawy doktorskiej

byty bardzo interesujgce i rzucaly nowe S$wiatto na zagadnienia

wirulencji  kretkéw Leptospira dlatego zostaty opublikowane

w renomowanym czasopi$mie BMC Microbiology (5-letni [F=2.99).
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Na kolejnym etapie pracy, doktorantka skupita sie na szeregu
badaniach podstawowych, ktérych celem byto miedzy innymi analiza
struktury Il rzedowej oraz stabilnosci termicznej biatka ClpBy, ponadto
doktorantka zaobserwowata, ie obecno$¢ nukleotyddéw: ATP,
AMP-PNP, ADP w réznym stopniu chronita biatka ClpBu i ClpBec przed
proteolitycznym dziataniem trypsyny i co najwazniejsze proces
trawienie postepowat bardzo szybko bez obecnosci wymienionych
powyzej nukleotydow, co $wiadczy o silnej stabilizacji tych biatek pod

wptywem nukleotydow.

Jak stusznie zauwaiyta doktorantka, opornos¢ ClpBu na dziatanie
trypsyny w obecnosci réznych nukleotydéw pokrywa sie ze zdolnoscia
tego biatka do tworzenia form oligomerycznych. Kolejnym zadaniem
bytlo oznaczenie podstawowej aktywnosci ATPazowej biatka ClpBy

w poréwnaniu do biatka ClpBe..

Na szczegdlng uwage zastuguja badania w ktérych doktorantka skupita
sie nad poszukiwaniem odpowiedzi na pytanie , czy biatko ClpBu jest
w stanie funkcjonalnie zastgpi¢ ClpBec? W tym celu sklonowano gen
ClpBu w niskokopijnym wektorze pGB2, zrekombinowany plazmid
wprowadzono do komdrek mutanta E.coli i przeanalizowano ich wzrost
bakterii w tep.45 °C i 50 °C. Badania te pozwolity na wyciggniecie
bardzo ciekawego wniosku, a mianowicie, ze biatko ClpBu nie jest
w stanie funkcjonalnie zastgpi¢ biatko ClpBec prawdopodobnie ze

wzgledu
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na brak wspodtpracy z systemem chaperonowym KIE z E.coli, co moie ><

wskazywac na duzg specyficznos¢ gatunkowa biatek opiekuriczych. UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI

COLLEGIUM
MEDICUM

Powyisze wyniki udato sie doktorantce opublikowa¢é w jednym
z bardziej renomowanych czasopism, a mianowicie w PLoSOne

(IF= 3.394).
Wydzial Lekarski

Ostatnim etapem pracy doktorskie byto wstepna identyfikacja
Katedra Mikrobiologii
potencjalnych, fizjologicznych substratéw biatka ClpBu z lizatéw
leptospir traktowanych czynnikami stresowymi. Na podstawie
uzyskanych wynikéw doktorantka zidentyfikowata az 68 potencjalnych
biatek tworzacych kompleksy z ClpBu. Jak stwierdzita, wiekszos¢ z tych
biatek petni kluczowe role w gtéwnych szlakach metabolicznych
komdrki bakteryjnej (takich jak: cykl Krebsa, glikoliza, biosynteza
aminokwaséw, metabolizm  kwaséw  tluszczowych). Dlatego
doktorantka podsumowata to stwierdzeniem, ze rola biatka ClpBy
w wirulencji leptospir polega na ochronie aktywnosci tych enzyméw
oraz kontrolowaniu metabolizmu Leptospira w warunkach stresowych.

Wyniki uzyskane z tej czesci badan zostaly opublikowane przez

doktorantke w Int. J.Mol.Sci (IF=3.482).

W podsumowaniu swojej pracy doktorskiej autorka zwraca uwage
na najwazniejsze aspekty swojego opracowania, a mianowicie ul. Czysta 18

podkresla znaczenie biatka ClpBy w indukowaniu humoralnej PL31-121 Krakéw

odpowiedzi komdrkowej, ponadto autorka podkreéla ,ze biatko to jest K. $AGNIRITES & B
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syntetyzowane podczas infekcji i tworzy heksameryczne struktury
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stabilizowane w obecnosci nukleotydéw oraz oddziatuje z agregatami ><

biatkowymi w stanie zwigzania z ATP. UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
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Nalezy mie¢ nadzieje, ze tak staranne poznanie wiasciwoéci biatka
opiekuriczego ClpB Leptospira pozwoli w przysztosci na opracowanie
skutecznych metod walki z tymi bakteriami witaczajac w to synteze

wiasciwych antybiotykéw nowej generacji.
Wydziat Lekarski

Katedra Mikrobiologii
Przedstawiona do recenzji praca doktorska jest zbiorem 4 publikacji

o tacznym IF= 10.996. Prace te poddane byly szczegétowej ocenie
recenzentéw w poszczegblnych czasopismach i sam fakt ich

opublikowani moie $wiadczy¢ o ich bardzo wysokim potencjale

naukowym niosgcym w sobie duzo elementéw nowosci.

Doktorantka (wraz z zespotem kierowanym przez Panig dr hab. Sabine
Kedzierska-Mieszkowska, prof.UG) wykazata sig doskonaty znajomosciag
i opanowaniem warsztatu molekularnego z dziedziny nauk

biologicznych.

Na uwage zastugujg rzetelnos¢ i doktadno$¢ zaréwno w planowaniu jak

i przeprowadzeniu badan podstawowych.

Podsumowujagc uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Joanny Ul Czysta 18

Krajewskiej jest bardzo oryginalna, stojacg na wysokim poziomie FLEHH-HE Hnaki

) ) tel. +48(12) 633 25 67
naukowym, starannie przygotowana pod kaidym wzgledem o czym
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moze Swiadczy¢ brak uwag recenzenta (po czeéci wynika to z faktu,
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iz prace te byly prawdopodobnie poprawiane po wczeéniejszych UNIWERSYTET
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uwagach recenzentéw z poszczegdlnych czasopism). COLLEGIUM
MEDICUM

Stawiam zatem Wysokiej Radzie Wydziatu Biologii Uniwersytetu
Gdariskiego wniosek o dopuszczenie Pani mgr Joanny Krajewskiej do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz wnosze o wyrdznienie tej

Wydzial Lekarski
pracy ze wzglegdu na bardzo wysoka warto$é naukowy tego

opracowania. Katedra Mikrobiologii
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